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Resumen

RESUMEN

Las plantas del género Digitalis se caracterizan por producir glucosidos cardiotonicos,
medicamentos extensamente empleados a nivel mundial en el tratamiento de la insuficiencia
cardiaca. Debido a que la transformacion genética se considera una alternativa para potenciar la
produccion de metabolitos secundarios, se ha desarrollado un protocolo de modificacion via
Agrobacterium tumefaciens de discos foliares de Digitalis purpurea. En este trabajo se selecciond
la minima concentracion letal de higromicina B (12 mg/L), durante la fase de induccion de callos,
para su empleo como agente selectivo. Sin embargo, los genes relacionados con la resistencia a
antibioticos no son necesarios luego del proceso de seleccidon, ademas afectan la percepcion
publica y provocan problemas tecnolégicos. Con el objetivo de desarrollar una metodologia para la
escision de genes marcadores de seleccion en plantas de D. purpurea, se empled el sistema
recombinante sitio-especifico Cre/lox guiado por un promotor inducible a golpe de calor.
Primeramente, se estudio el efecto de la aplicacion del golpe térmico (dos veces 2 h con 16 h de
intervalo entre ellos ) en hojas y callos a 37, 40, 42 y 45°C. No se produjo regeneracion de plantas
en los explantes sometidos a 45°C, a diferencia de los restantes tratamientos. Los callos tratados a
40°C mostraron caracteristicas morfoldgicas significativamente favorables y mayor eficiencia de
regeneracion, en comparacion con los callos y hojas no sometidos a estrés por temperatura. Para
comprobar la eficacia de las condiciones propuestas, se transformaron discos foliares de plantas
cultivadas in vitro con el vector binario pAthsp-A. Luego del proceso de seleccion, realizado durante
la formacion y multiplicacién de callos, se aplic el golpe térmico a 40 y 42°C. Diez lineas de
plantas regeneradas se analizaron mediante la reaccion en cadena de la polimerasa. Fue posible
comprobar la induccién del promotor y la escision de los genes marcadores de seleccion a 42°C,
en tres de las lineas. La metodologia propuesta puede ser aplicada para la obtenciéon de plantas
transgénicas libres de marcadores de seleccion, que contengan un gen de interés para la

sobreproduccién de cardendlidos.
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Introduccion

Capitulo 1: INTRODUCCION

Las plantas del género Digitalis se caracterizan por producir metabolitos secundarios conocidos
como glucosidos cardiotonicos o cardendlidos. Estos constituyen los medicamentos mas
extensamente empleados a nivel mundial en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca (Gavidia et
al., 2007; Bauer et al., 2010) y tienen interés farmacoldgico creciente, debido a sus potencialidades
como anticancerigeno (Sales et al., 2011).

Las enfermedades cardiovasculares afectan la calidad de vida de la poblacién (Richard et al., 2006)
y constituyen la primera causa de muerte en Cuba desde 1970 (Oficina Nacional de Estadistica de
la Republica de Cuba, 2011). La alta incidencia de insuficiencias cardiacas y arritmias
supraventriculares en la poblacién mundial constituida por gerontes (8.1%) (Nation Master, 2011),
asociado al aumento de la esperanza de vida, conduce a que los cardendlidos sean medicamentos
de uso frecuente.

Hasta la fecha, las plantas del género Digitalis son las Unicas fuentes econémicamente viables para
la produccion de cardendlidos a escala industrial (Sales et al., 2011). Sin embargo, tanto la
produccion como el contenido de glucésidos cardioténicos pueden variar en respuesta a las
diferentes estaciones del afio y condiciones ambientales (Roca-Pérez et al., 2004). Por tanto, existe
un gran interés en el desarrollo de estrategias para fomentar y potenciar la produccién de estos
metabolitos (Sales et al., 2007;2011). EIl cultivo in vitro ha sido extensamente explorado en este
sentido, permitiendo dilucidar que la biosintesis de los cardendlidos se produce sélo en tejidos
verdes diferenciados (Stuhlemmer y Kreis 1996). Basados en estos conocimientos, se obtuvieron
niveles apreciables de compuestos digitalicos, mediante la propagacion de plantas de Digitalis
purpurea L. en sistemas de inmersion temporal, aunque todavia menores que los producidos en
condiciones de campo (Pérez-Alonso et al., 2009).

Debido a los bajos niveles de cardendlidos obtenidos durante el cultivo in vitro, es necesario buscar
otras vias atractivas para la potenciacion de la produccién de estos metabolitos secundarios, como
la transformacién genética. La expresion de uno o varios genes involucrados en la ruta de
biosintesis de los cardendlidos o de sus precursores metabdlicos, es una alternativa promisoria

para obtener plantas con una productividad elevada de glucésidos cardiotonicos. Como ventaja
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adicional, esta estrategia se podria combinar con otras, como la produccién en sistemas de
inmersion temporal y/o la elicitacion, permitiendo propagar masivamente plantas transformadas con
una productividad mas elevada y uniforme que la registrada en condiciones naturales.

Para la obtencién de plantas modificadas genéticamente son imprescindibles varias condiciones.
En primer lugar, un sistema de regeneracion que permita obtener plantas a partir de una o pocas
células. Seguidamente, un protocolo que posibilite la transferencia del acido desoxirribonucleico
(ADN) foraneo a las células vegetales, unido a un sistema de seleccion eficiente para identificar las
células que contienen el o los transgenes. Por Ultimo, se necesita un gen candidato para el caracter
gue se quiere modificar.

Hasta la fecha, se ha desarrollado un protocolo para la regeneracién de D. purpurea a partir de
explantes foliares de plantas cultivadas in vitro (Occeguera, 2008). Ademas, se realizaron estudios
de los agentes selectivos Geneticina (G418) e Higromicina B en el proceso de formacion de callos
y en la fase de multiplicacién de brotes (Occeguera, 2008). Aunque para la Higromicina B en la
fase de callos no se estableci6 la concentracion minima letal.

Asimismo, se desarroll6 un protocolo de transformacién en D. purpurea via Agrobacterium
tumefaciens a partir de explantes foliares de plantas cultivadas in vitro. Con su aplicacion se
obtuvieron plantas que expresan simultanea y establemente los genes uidA y nptll, que codifican
para las enzimas la B-glucuronidasa y neomicina fosfotransferasa, respectivamente. Las células
vegetales que expresan el gen nptll son resistentes al agente selectivo G418 (lzquierdo, 2010).

Los genes marcadores de seleccion son imprescindibles para la transformacion eficiente de
cultivos de interés (Puchta, 2003). Sin embargo, luego del proceso de seleccién ya no son
necesarios. Por el contrario su continua presencia puede afectar la percepcion publica y causar
problemas tecnoldgicos. Teniendo en cuenta estos aspectos se han desarrollado diversas
estrategias (co-transformacion, transposicién, recombinacion homéloga y recombinacién sitio-
especifica) para eliminar estos genes marcadores del genoma de la planta luego de la seleccion
(Upadhyaya et al., 2010; Wang et al., 2011).

La estrategia mas versatil para escindir los marcadores de seleccién es el uso de sistemas de

recombinacion sitio-especifico (Gidoni et al., 2008). Esto se debe, principalmente, a que puede ser
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utilizado en cualquier tipo de especie y permite activar la escisiébn en cualquier momento después
de seleccionar las plantas transgénicas. Adicionalmente, la eliminacion del gen codificante para el
agente selectivo, permite emplear el mismo en transformaciones posteriores (Ramana-Rao et al.,
2011), introducir otros genes de interés consecutivamente de forma sitio-especifica utilizando el
sitio de recombinacion remanente (Akbudak y Srivastava, 2011) y simplificar los sistemas de
integracion complejos (multicopias del transgén) (Ow 2007). En estos sistemas la recombinasa
puede ser controlada por promotores inducibles a sefiales externas, como un golpe térmico. El
sistema de recombinacion sitio-especifico mas empleado es el Cre/lox del bacteriéfago P1 (Chong-
Pérez et al., 2012).
Hasta el momento no existe una metodologia para la escision de marcadores de seleccién en
plantas del género Digitalis. El efecto del golpe térmico en diversos explantes de D. purpurea y su
aplicacion en plantas transformadas que contengan un sistema de recombinacién sitio-especifico,
permitira el desarrollo de un protocolo de eliminacion del marcador de seleccién, para su posterior
empleo en la transformacion genética con el objetivo de obtener plantas con una sobreproduccion
de cardendlidos.
Atendiendo a estos antecedentes se plantean los siguientes objetivos:
OBJETIVO GENERAL.:
» Desarrollar una metodologia para la escisiébn de genes marcadores de seleccién, mediante
el uso del sistema de recombinacion sitio-especifico Cre/lox, en plantas transgénicas de
Digitalis purpurea.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Seleccionar la concentracion minima letal de higromicina B en el proceso de
induccioén de callos de D. purpurea,
2. Seleccionar la temperatura y tipo de explante para su empleo en un sistema de
escision inducido por golpe térmico,
3. Obtener plantas transgénicas de D. purpurea libres de marcador de seleccion,

empleando el sistema de recombinacion sitio-especifico Cre/lox.
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Capitulo 2: REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Digitalis purpurea L.

2.1.1 Origen y clasificacion

La especie Digitalis purpurea L. es nativa de Europa occidental, el mediterraneo y el noroeste de
Africa; aunque se ha naturalizado en otras regiones subtropicales o templadas de Europa, Asia,
Africa, América del Sur, Nueva Zelanda, Canada y Estados Unidos (Hultén, 1968). Debido a sus
propiedades medicinales, se ha intentado introducir en Cuba junto a otras especies del género. En
nuestro pais su crecimiento en condiciones de campo se produce de manera rapida en otofio e
invierno, sin embargo la llegada del verano por lo general ocasiona la muerte de la planta por la
ocurrencia de altas temperaturas y abundantes lluvias (Roig, 1974).

La planta es conocida en espafiol con nombres comunes como Dedalera purpura, Digital o
Calzones de zorra. Fue descrita por Linnaeus y en la actualidad se acepta de la siguiente forma

(segun PLANTS Profile, disponible en http://plants.usda.gov):

Reino: Plantae Orden: Scrophulariales
Divisién: Magnoliophyta Familia: Scrophulariaceae
Subclase: Asteridae Género: Digitalis L.

2.1.2 Descripcidn botanica

D. purpurea es una hierba bienal o perenne, de hasta 2,5 m de altura. Las hojas son alternas, las
basales reunidas en una roseta, pecioladas con limbo ovado-lanceolado y margen dentado,
densamente pilosas fundamentalmente por el envés, que tiene una coloracion grisdcea. Presenta
una inervacion reticular (reticulédromas) muy saliente por el envés e inflorescencia en un largo
racimo terminal. Las flores son pedunculadas y algo péndulas, muy vistosas. El caliz pentamero,
verde, corola de 40-55 mm de longitud, en forma de tubo ancho apenas lobulado en la porcion
distal, de color en el rango desde el purpura hasta el blanco con manchas oscuras en su interior.
Su androceo esta formado por 4 estambres didinamos de longitud desigual, fusionados a la corola
y cuyas anteras se disponen en la parte superior del tubo de la corola. El gineceo es bicarpelar, con

ovario supero que fructifica en una cédpsula de dehiscencia valvar. Florece entre la primavera y el
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verano. El fruto es una capsula que al madurar se abre desprendiendo numerosas semillas de 0,1 a
0,2 mm de diametro (Renobales, 2001).En el primer afio de crecimiento produce Unicamente las
hojas basales, ovales, dentadas y de peciolo largo mientras que durante el segundo afio se
desarrolla un tallo largo y cubierto de hojas sésiles y rugosas.

2.1.3 Importancia farmacolégica

Se han identificado diversos metabolitos secundarios resultantes de diferentes vias biosintéticas en
varios miembros del género Digitalis, siendo reconocido como relevante en varias revisiones su
contenido en glucésidos cardioténicos. Sin embargo no se debe desestimar la presencia de
muchos otros compuestos fendlicos (flavonoides, antranoides, &cidos fenilpropanoicos) y otros
esteroides (esteroles y saponinas) (Sales et al., 2011).

D. purpurea ha sido empleada desde la antigliedad como planta medicinal en el tratamiento de
enfermedades cardiacas de manera empirica. Sin embargo, no fue hasta 1785 que William
Withering describié sus propiedades medicinales en el tratamiento de la hidropesia, enfermedad
caracterizada por la acumulacion excesiva de liquido en los tejidos y que en la medicina moderna
se reconoce como una consecuencia de la insuficiencia cardiaca (Withering, 1785). En este mismo
trabajo también se describian por primera vez los efectos téxicos derivados de dosis elevadas de
preparaciones de la planta. Sin embargo no fue hasta 1799 que la accion farmacol6gica de D.
purpurea fue relacionada con su efecto sobre el corazén (Ferriar, 1799). Estudios posteriores
demostraron que la digital contiene una serie de sustancias cardiotonicas muy activas de
naturaleza esteroideo-glicosidica conocidas comunmente como glucdsidos cardioténicos o
cardendlidos. Ademas, la planta produce otros compuestos no glucosidicos como la digitoflavina, el
ciclohexanol, taninos, acidos malico y succinico, los cuales complementan la accion de los
cardiotonicos (Melero et al., 2000). En la actualidad varios cardendlidos, principalmente la digoxina
y sus derivados, son utilizados en la terapia cardiaca. Su importancia es tal que no han podido ser
sustituidos hasta la fecha, al menos en el tratamiento a escala industrial (Gavidia et al., 2007).

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera causa de muerte en Cuba desde 1970
(Oficina Nacional de Estadistica de la Republica de Cuba, 2011) y afectan la calidad de vida de la

poblacion (Richard et al., 2006). La alta incidencia de insuficiencias cardiacas y arritmias
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supraventriculares en la poblacién constituida por gerontes (8,1% de la poblacién mundial y 11,7%
de la poblacién cubana) (Nation Master, 2011), asociado al aumento de la esperanza de vida,
conduce a que los cardendlidos sean medicamentos de uso frecuente para el tratamiento de estas
enfermedades.

Investigaciones recientes sugieren que los cardendlidos pueden actuar como componentes
reguladores de diversos procesos celulares. Este descubrimiento amplia las aplicaciones
terapéuticas de estos compuestos en diversos sectores de interés, como la creacion y desarrollo de
drogas anticancer (Nesher et al., 2007; Prassas y Diamandis, 2008). La digitoxina puede inhibir el
crecimiento e inducir a apoptosis a las células cancerigenas, probablemente por ser mas
susceptibles a la inhibicion de la glucdlisis causada por estos compuestos (Lopez-Lazaro, 2007).
Las diversas aplicaciones farmacoldgicas de estos metabolitos secundarios acrecientan el interés
de producir digoxina y digitoxina.

Hasta la fecha, las plantas del género Digitalis son las Unicas fuentes econémicamente viables para
la produccién de cardendlidos a escala industrial (Hagimori et al., 1980; Sales et al., 2007). Sin
embargo, tanto la produccion como el contenido de glucésidos cardioténicos pueden variar en
respuesta a las diferentes estaciones del afio y condiciones ambientales (Roca-Pérez et al., 2004),
por lo que es necesario buscar otras alternativas para su obtencién en grandes cantidades y de
manera uniforme.

A pesar de los avances en la quimica sintética, aun son imprescindibles las fuentes naturales para
la obtencién de metabolitos secundarios de interés farmacéutico. Este es el caso de la digoxina,
gue es producida a partir de hojas secas de Digitalis lanata, con un costo de alrededor de $3 000
por kg, debido a que su sintesis quimica es inviable (Sales et al., 2011). Por tanto son necesarios la
domesticacion, produccion, estudios biotecnolégicos y mejoramiento genético de plantas
medicinales, como la Digitalis.

2.2 Cardendlidos

2.2.1 Estructuray propiedades farmacol6gicas

Los cardendlidos son moléculas caracterizadas por un ndcleo esteroideo (genina o aglicona) que

cuenta con un grupo hidroxilo en la posicion C14f3 y un anillo lacténico insaturado de cinco
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miembros en la posicién C17(3. Varias de las demas posiciones de la fraccién genina pueden tener
ademds sustituyentes como grupos hidroxilo, formilo o acetilo (Herl et al., 2005; Sales et al., 2011).
A la posicion C3p se une una cadena de oligosacaridos tipicamente de hasta cinco unidades dentro
de las cuales es usual encontrar azlcares poco comunes (Melero et al., 2000; Kreis y Muller-Uri,
2013) (Figura 1). Segun sus patrones de glicosilacion, los cardendlidos se clasifican en primarios, si
el azlcar terminal es la glucosa, o secundarios en caso contrario. El nlcleo esteroideo tiene la
caracteristica peculiar de tener sus cuatro anillos fusionados en la secuencia cis-trans-cis, desde el

A hasta el D, lo cual les confiere su actividad farmacoldgica (Melero et al., 2000).
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Figura 1. Estructura quimica de los cardendlidos. Como ejemplo, la digoxina (I) esta formada por un nicleo
esteroideo (aglicona) y tres unidades de digitoxosa. Las variaciones en el patron de glicosilacion de la

aglicona dan lugar a los nucleos esteroideos de la digitoxina () y la gitoxina (lll) (Izquierdo et al., 2010).

Las relaciones estructura-actividad del los cardendlidos han sido ampliamente estudiadas. Al
respecto se han determinado tres regiones importantes en el reconocimiento por el receptor: el
ndcleo esteroideo, a través de interacciones hidrofobicas; el anillo lactonico de la posicion C178 y
los residuos de azlcares, estos Ultimos por interacciones electrostaticas y puentes de hidrégeno
(Thomas et al., 1990). De los tres, el nucleo esteroideo con su conformacion caracteristica parece
ser el determinante, ya que la unién de las otras dos regiones al receptor depende de la unién

previa de la genina (Melero et al., 2000). La farmacocinética de los cardendlidos también depende
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en gran parte de su estructura. En cuanto al nimero de restos de azlcares enlazados, la potencia
farmacoldgica varia en el orden monosacarido-aglicona > disacéarido-aglicona > trisacérido-aglicona
>> aglicona. En cuanto a la velocidad de absorcién, esta es inversamente proporcional a la
cantidad de restos de azlcares enlazados (Chiu y Watson, 1985).

2.2.2 Mecanismo de accion

En cuanto a su mecanismo de accion, los glicésidos cardiotdénicos pueden ser definidos como
inhibidores alostéricos de la bomba Na*-K'(Repke et al., 1989; Radzyukevich et al., 2009). La
enzima transportadora Na*-K* ATPasa (E.C. 3.6.1.37) esta presente en casi todos los tipos de
célula del reino animal. Su funcién es movilizar iones sodio hacia el exterior celular a la vez que
transporta iones potasio al interior de la célula con una relacion de 3:2, a costa de la hidroélisis de
ATP. La bomba mueve ambos iones en contra de su gradiente de concentracion, de manera que
es la encargada de mantener dicho gradiente, que es responsable de la polarizacién de la
membrana plasmética, asi como es utilizado como fuente de energia para el transporte secundario
de otros iones y moléculas necesarias para el funcionamiento celular (Aperia, 2007).

De acuerdo con el mecanismo de accion de los glucésidos cardiotonicos (Thomas et al.,1990;
Kaplan, 2005), la inhibicién de la bomba Na*-K* (alrededor del 30% con dosis terapéuticas) provoca
el incremento intracelular de Ca** en el musculo cardiaco y por consiguiente un aumento en la
fuerza de la contraccion, conocido como efecto cardioténico o en algunos casos ionotrépico
negativo.

Las dosis elevadas de estos glicosidos provocan la paralisis en cadena de numerosos procesos de
transporte secundario que dependen de la bomba Na*-K*, lo cual conduce a la muerte celular y es
la base de la toxicidad de estos compuestos. Este hecho, unido a la ubicuidad de la bomba Na*-K*
en el reino animal, justifica que se haya propuesto como funcion natural de los cardendlidos repeler
herbivoros que traten de alimentarse de las hojas de plantas del género Digitalis (Malcolm y
Zalucki, 1996).

2.3 Cultivo in vitro de Digitalis

Por su importancia en la industria farmacéutica las especies del género Digitalis han sido objeto de

estudio para su cultivo in vitro, casi siempre ligadas a la produccion de cardendlidos. Para algunas
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de estas especies, se han descrito considerables fluctuaciones de productividad y composicion de
los componentes activos, asi como variaciones morfolégicas entre individuos. Estas variaciones
son atribuidas al relativamente corto tiempo de cultivo de estas especies (a pesar de su extensivo
uso a lo largo de la historia), asi como la variacion en el nUmero de cromosomas y la formacién
espontanea de hibridos (Neczypor, 1969). De manera que, en los inicios, la exploracion del cultivo
in vitro en dicho género tuvo como finalidad la propagacion de lineas de elevada productividad y el
desarrollo de métodos de produccion de cardendlidos a escala industrial. En 1975 Corduan y Spix
desarrollaron un protocolo de regeneracion de plantas a partir de cultivo de anteras de D. purpurea.
En este trabajo se establecian las condiciones para obtencién de callos haploides asi como la
regeneracion y conversion de plantas diploides y tetraploides (Corduan y Spix, 1975).

Hagimori et al. realizaron una serie de trabajos en los que se estudiaba el contenido de
cardendlidos, durante diferentes etapas del cultivo in vitro de D. purpurea.(Hagimori et al., 1980).
Este mismo grupo de investigadores logré desarrollar suspensiones celulares en condiciones de luz
y oscuridad (Hagimori et al., 1982). Otros trabajos dan cuenta de la restauracion del potencial
regenerativo de cultivos prolongados de brotes de D. purpurea, por accion del acido giberélico
(Chaturvedi y Jain, 1994).

Para otras especies del género también han sido desarrollados protocolos de regeneracion in vitro.
Pérez-Bermudez et al. (1984) estudiaron la morfogénesis a partir de explantes foliares de Digitalis
obscura. Un estudio similar desarrollado por Cacho et al. (1991) estableci6 el potencial
morfogenético in vitro de explantes de hojas, hipocétilos y raices de Digitalis thapsi. En D. lanata
han sido establecidos protocolos tanto de organogénesis como de embriogénesis somatica (Tewes
et al., 1982; Diettrich et al., 1986), mientras que en D. minor se han establecido protocolos de
regeneracion via organogénesis a partir tanto de tratamiento con reguladores del crecimiento como
de la infeccion de explantes foliares con Agrobacterium tumefaciens (Sales et al., 2002).

En D. purpurea, ademas de los trabajos de morfogénesis mencionados, se ha descrito un protocolo
completo de regeneracion indirecta a partir de explantes foliares (Occeguera, 2008). En este mismo
trabajo se realizaron estudios de las concentraciones minimas inhibitorias de los agentes selectivos

higromicina B y geneticina en la fase de induccién de callos.
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2.3.1 Produccién de cardendlidos in vitro

El cultivo in vitro comenzé a desarrollarse en especies de Digitalis desde hace varias décadas, por
las ventajas asociadas a sus facilidades de automatizacién para la produccion de cardendélidos. Sin
embargo, dentro de los métodos de produccién de biomasa, los intentos de produccién mediante
cultivos celulares en biorreactores fracasaron (Hagimori et al., 1980; Hagimori et al., 1982). El
estudio de las condiciones necesarias para incrementar la produccién de cardendlidos se convirtio,
por tanto, en una prioridad.

Varios trabajos ya daban cuenta de la baja productividad de las células indiferenciadas (Hirotani y
Furuya 1977; Garve et al., 1980; Hagimori et al., 1980). Estos resultados, conjuntamente con el
hecho de que las partes verdes de la planta sean las de mayor produccion de cardendlidos
(Stuhlemmer y Kreis 1996), condujeron al estudio del efecto de la luz, la presencia de cloroplastos y
la diferenciacion celular en la productividad de D. purpurea (Hagimori et al., 1982b). Estos
investigadores encontraron que la organogénesis era el factor primario que determinaba la sintesis
de estos metabolitos, mientras que la luz estimula la biosintesis una vez que los tejidos productores
ya estan formados. Estudios posteriores en D. lanata corroboraron estas observaciones al
comprobar que la sintesis de novo de cardendlidos en brotes cultivados en la oscuridad, esta ruta
anabdlica se incrementaba considerablemente al trasferir los brotes a la luz (Eisenbeil3 et al.,
1999).

En consecuencia la produccion de biomasa de D. purpurea a partir de sistemas de inmersién
temporal, se considera la estrategia mas viable que combine las bondades del cultivo in vitro y los
requerimientos de diferenciacion celular necesarios para obtener altos niveles de cardendlidos
(Pérez-Alonso et al., 2009).

2.4 Transformacion genética en Digitalis purpurea

La transformacion genética es una técnica de mejoramiento con amplias potencialidades de uso en
la ingenieria metabdlica, por lo que ha sido aplicada con diversos objetivos que incluyen la
obtencion de resistencia a plagas y enfermedades, la expresion de proteinas foraneas de interés
farmacoldgico, estudios funcionales, entre otros. Su aplicacibn en cultivos que producen

metabolitos secundarios, puede estar encaminada al silenciamiento de genes involucrados en rutas
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gue comparten los mismos precursores; o al aumento de su produccién a partir de la
sobreexpresion de proteinas claves en la ruta biosintética que los origina (Capell y Christou, 2004,
Giuliano et al., 2008). Esta ultima se considera la opcidon mas viable para el caso de la Digitalis, en
consecuencia con los estudios realizados por diversos investigadores acerca de las enzimas
involucradas en la sintesis del nucleo esteroide de los cardendlidos y la seleccion de genes
candidatos para la transformacién, como la progesterona-5i3-reductasa (Izquierdo et al., 2010; Kreis
y Muller-Uri, 2013).

Para la obtencién de plantas modificadas genéticamente son imprescindibles varias condiciones.
En primer lugar un sistema de regeneracion que permita obtener plantas a partir de una o pocas
células. Un protocolo que permita la transferencia del ADN foraneo a las células vegetales, unido a
un sistema de seleccion eficiente para identificar las células que contienen el o los transgenes. Por
Ultimo se necesita un gen candidato para el rasgo que se quiere modificar.

Hasta el momento existen solo unos pocos antecedentes de transformacion en Digitalis y un
protocolo exitoso para la obtencion de plantas transgénicas en la especie D. purpurea. Los trabajos
mas sostenidos de transformacion en este género han sido realizados en la especie Digitalis minor.
En un primer intento, Sales et al. (2002) describieron la regeneracién eficiente de la planta a partir
de explantes de hojas infectadas con la cepa 82.139 de Agrobacterium tumefaciens. Durante el
proceso de infeccion, el transgén reportero codificante para la subunidad A de la R-glucuronidasa
(uidA) fue detectado en los tumores inducidos por la bacteria. Sin embargo, ni los brotes y raices
regenerados, ni las plantas obtenidas resultaron transformadas. Posteriormente este mismo grupo
de investigadores publicé un sistema de transformacion mediado por A. tumefaciens en esta misma
planta, pero esta vez utilizando las cepas EHA105 y AGL1 que contenian el transgén reportero
uidA y genes marcadores de seleccion. Los explantes de partida utilizados fueron discos de hojas
de plantas cultivadas in vitro, empleando acetosiringona como estimulante de la virulencia de
Agrobacterium en la fase de co-cultivo(Sales et al., 2003). Dicho sistema de transformacion fue
utiizado para obtener plantas de D. minor que sobreexpresaban el dominio catalitico de
Hidroximetilglutaril-CoA reductasa de Arabidopsis thaliana (Sales et al., 2007). Algunas de las

lineas obtenidas presentaron un mayor contenido de cardendlidos (hasta un 40%) tanto in vitro
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como en condiciones de invernadero. Sin embargo, los efectos pleiotrépicos de esta enzima sobre
el metabolismo esteroideo ponen en duda su aplicabilidad en la transformacién de otras especies
del género.

En cuanto a D. purpurea, ya en 1990 Saito et al. lograron la transferencia de un ADN-T (segmento
de ADN transferido por Agrobacterium a la célula vegetal) al genoma de esta especie a travées de la
transformacion de discos de hojas de la planta con la bacteria Agrobacterium rhizogenes. Esta
bacteria es capaz de inducir la rizogénesis por lo que estos investigadores lograron la generacion y
el cultivo de raices transgénicas, sin embargo no lograron la regeneracion de plantas completas a
partir de estas (Saito et al., 1990).

Basados en estas experiencias un grupo del Instituto de Biotecnologia de las Plantas desarroll6 un
protocolo para la regeneracion de D. purpurea a partir de explantes foliares de plantas cultivadas in
vitro (Occeguera, 2008). Ademas, se realizaron estudios de los agentes selectivos higromicina B y
geneticina (G418) en el proceso de formacion de callos y en la fase de multiplicacion de brotes
(Occeguera, 2008). Posteriormente se propuso un protocolo de transformacion de discos foliares
de D. purpurea via A. tumefaciens (Figura 2)(Izquierdo, 2010). Para ello se evaluaron las cepas de
A. tumefaciens EHA105 (Hood et al., 1993) y C58C1Rif® (pMP90) (Koncz y Schell, 1986)
transformadas con el plasmidio pTJK136 (Deblaere et al., 1987), que contiene el gen de seleccion
nptll y el gen reportero uidA, anteriormente empleado en esta especie. La evaluacién visual del
producto de catalisis de la B-glucuronidasa, permitié analizar la expresion transitoria y estable de
esta enzima y comparar ambas cepas. La cepa C58C1Rif® (pMP90) fue seleccionada como méas
eficiente para la transformacion, debido a la significativa superioridad en la regeneracion de los
explantes transformados, en comparacion con las lineas obtenidas a partir de los explantes

transformados con A. tumefaciens EHA105.
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Agrobacterium o
tumefaciens C58C1- Digitalis purpurea,
PMP90  MC de infeccion: Plantas:in:vitro
Sales MS, glucosa, sacarosa, MES, Diseccion del explante
200 uM acetosiringona
DO 0,7 pH5,5
Agrobacterium Discos de hojas
tumefaciens, activado {1 cm?)
15 min en MC de infeccion Infeccion

. 5 dias oscuridad, 21°C en MPC / 200
Cocultivo UM acetosigingona, pH 5,6.

-Induccion de callos en MPC

Geneticina 50 ma/L =
con Geneticina 50 mg/ Seleccion

-Subcultivos cada dos
semanas por ocho semanas

-MC de regeneracion (Occeguera 2006)
-Multiplicacion de brotes en MC de

Regeneracion multiplicacion (Pérez-Alonso et af, 2009)

Analisis moleculares

Figura 2. Protocolo de transformacién de discos foliares de D. purpurea mediada por A. tumefaciens. MC:

medio de cultivo. MPC: medio de cultivo de proliferacion de callos (Izquierdo, 2010).

Los andlisis moleculares realizados en el trabajo antes mencionado, permitieron comprobar la
obtencion de plantas que expresan simultanea y establemente los genes uidA y nptll, que codifican
para las enzimas B-glucuronidasa y neomicina fosfotransferasa. Este ultimo posibilita que las
células vegetales sean resistentes a G418, por lo cual se empled este antibiético como agente
selectivo durante la fase de induccion de callos. Sin embargo, también se obtuvieron lineas que no
contenian ambos genes, lo que se corresponde a escapes durante el proceso de seleccion con
geneticina, asi como la no aplicacion del agente selectivo durante la regeneracion de los explantes
(Izquierdo, 2010).

Estas evidencias experimentales demuestran que es necesario considerar determinadas
modificaciones durante el proceso de seleccion. Las posibles alternativas incluyen el aumento de la
concentracion de G418 (>50 mg/L) o el aumento de la duraciéon del proceso de seleccion. Ambas

estrategias poseen como desventaja el crecimiento de los costos asociados al empleo de
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geneticina durante tiempos y concentraciones superiores. Otra alternativa, podria ser el empleo de
otro agente selectivo de la misma naturaleza, como la Higromicina B.

2.5 Genes marcadores de seleccion

2.5.1 Generalidades

El desarrollo de un protocolo de transformacion genética requiere invariablemente un método de
seleccion de las plantas transformadas. Es por tanto muy comun la utilizacion genes de
marcadores de seleccién (GMS) en los vectores de transformacion, que confieren resistencia a
herbicidas, antibidticos, u otras condiciones de toxicidad o estrés para la planta (Gelvin, 2003).
Permitiendo diferenciar aquellas células, tejidos y plantas que han sido transformados de los que
no se modificaron genéticamente.

Los GMS pueden clasificarse en dependencia de si permite el desarrollo del tejido transformado
(seleccion positiva) o causan la muerte de este (negativas). También pueden ser clasificados en
condicional o no, si la seleccion requiere la presencia de sustratos externos o no (Miki y McHugh,
2004).

Los marcadores de seleccion mas comunmente empleados son positivos y condicionales, puesto
gue necesitan de la presencia de antibiéticos, herbicidas u otros compuestos normalmente téxicos
para las plantas sin transformar.

El gen que codifica para la neomicina fosfotransferasa (nptll) confiere resistencia a los antibiéticos
aminoglucésidos tales como kanamicina, neomicina, paromomicina y geneticina (G418) (Bevan et
al., 1983; Fraley et al., 1983; Herrera-Estrella et al., 1983). Por su parte, el gen de la higromicina
fosfotransferasa (hpt) confiere resistencia a higromicina B, un aminoglucésido toxico a la célula
vegetal debido a que inhibe la sintesis proteica (Blochlinger y Diggelmann, 1984). El primero de
estos antibiéticos ha sido empleado en la obtencion de plantas transgénicas de Digitalis purpurea
(Izquierdo, 2010).

Otro ejemplo de seleccién positiva condicional es el uso de herbicidas. Este sistema tiene la ventaja
de que las plantas pueden ser asperjadas para la seleccion en casa de cultivo 0 en campo y a su
vez puede ser el gen de interés. Sin embargo, posee desventajas entre las que se incluyen su

toxicidad y alergenicidad, que pueden causar dafios a la salud humana y la seguridad de nuevos
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productos comestibles, asi como potenciales efectos negativos en organismos que no son su diana
(Ramessar et al, 2007).

A pesar de la importancia de los GMS, generalmente estos no son necesarios luego del proceso de
seleccion, ademas de que pueden afectar la percepcién publica y causar problemas tecnoldgicos.
2.5.2 Percepcion publica de los Organismos Genéticamente Modificados

El uso y liberacion de Organismos Genéticamente Modificados (OGM) ha provocado un intenso
debate publico con respecto a los alimentos y productos que contienen estos organismos y el
riesgo de su consumo. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define los OGM, como
aquellos organismos en los cuales el material genético ha sido alterado por una via que no ocurre
de forma natural (Domingo y Bordonaba, 2011).

Las evaluaciones para cada cultivo genéticamente modificado (GM) han sido realizadas usando
diferentes parametros, el resultado mas comun es que tanto los cultivos genéticamente modificados
como los convencionales tienen una respuesta similar, lo que se denomina como equivalencia
(Magafa-Gémez y de la Barca, 2009).

Los estudios de riesgos de los OGM reflejan la complejidad de este tema. Sin embargo, el publico
en general desconoce las ventajas o desventajas que ofrece esta tecnologia y el amplio rango de
aplicaciones que estas pueden tener. Desde la primera generacion de los OGM las discusiones se
han centrado en el riesgo al ambiente y a la salud humana.

Hasta el momento no existe un consenso en el debate sobre los posibles riesgos que puedan
ocasionar los cultivos transgénicos y como minimizarlos (Hills et al., 2007). En este sentido, uno de
los aspectos mas preocupantes es la posible transferencia de los genes de resistencia a
antibiéticos, presentes en las plantas transgénicas hacia microorganismos del suelo y las plantas
aledafas, mediante la transferencia horizontal génica.

Por otro lado, se encuentra la transformacion de bacterias en la cadena alimenticia. El ADN libre
persiste en algunos materiales por semanas y en otros casos algunas bacterias desarrollan una
competencia quimica natural para tomar este ADN del medio. Adicionalmente, en el tracto
gastrointestinal de los humanos y animales, el ADN puede permanecer estable durante un tiempo

determinado, fundamentalmente en el colon (van den Eede et al., 2004).
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La transformacién natural constituye el principal mecanismo de transferencia de genes en
procariontes. Este consiste en la captacion del ADN extracelular y su integracién al genoma (de
Vries y Wackernagel, 2002). En bacterias presentes en la flora intestinal de humanos y animales
podria ocurrir transferencia horizontal de genes de resistencia a antibiéticos, los cuales se pueden
transferir hacia bacterias patdogenas y estas a su vez podrian manifestar una determinada
resistencia a antibiéticos empleados en la practica clinica. Sin embargo, el riesgo de que esto
ocurra es minimo debido a los procesos de degradacion del ADN que ocurren durante la digestion.
Por otro lado varios estudios han demostrado en el caso especifico del gen marcador nptll, que la
transferencia horizontal de este gen entre plantas transgénicas y microorganismos no es
significativa al ser comparada con la transferencia del gen nptll entre bacterias (Miki y McHugh,
2004; Ramessar et al., 2007).

Otra de las consecuencias de la continua presencia de los genes marcadores de seleccion y sus
elementos regulatorios son los efectos pleiotrépicos. En estos la actividad de las enzimas producto
de los genes introducidos pueden influir sobre la actividad de otras enzimas (Miki et al., 2009).
Ademas, las secuencias regulatorias de los genes marcadores de seleccion puede tener influencia
sobre los transgenes o genes enddgenos que se encuentran cerca de los sitios de insercién (Yoo
et al., 2005; Zheng et al., 2007).

Por otro lado el escape de genes de resistencia a herbicidas hacia plantas mas cercanas es una
preocupacion. Muchos cultivos transgénicos son compatibles sexualmente con plantas silvestres
gue se encuentran relativamente cerca a estos cultivos, por lo que podria ocurrir un flujo genético
(Ellstrand, 2003). Pero este proceso consta con varias barreras, ya que ambos tienen que crecer en
estrecha proximidad, coincidir con la etapa de floracidon y la progenie debe ser suficientemente
fuerte para propagarse (Mallory-Smith y Zapiola, 2008).

Teniendo en cuenta estos aspectos se han desarrollado diversas estrategias (co-transformacion,
transposicion, recombinacién homologa y recombinacion sitio-especifica) con el objetivo de eliminar
estos genes marcadores del genoma de la planta, luego del proceso de seleccion (Upadhyaya et

al., 2010; Wang et al., 2011).
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2.5.3 Estrategias para obtener plantas transgénicas libres de genes marcadores de seleccion
Aunqgue la mayoria de los GMS empleados son seguros para la salud humana y al medio ambiente
y han sido aprobados por agencias regulatorias (Ramessar et al., 2007), una parte importante del
publico se opone al uso generalizado de los genes de resistencia a herbicidas y antibiéticos.
Adicionalmente la eliminacién de los genes marcadores de seleccion de las plantas transgénicas
permite la retransformacion y seleccion empleando el mismo marcador. En soya (Glycine max L.)
esta estrategia ha sido usada para introducir consecutivamente dos genes involucrados en la
biosintesis del acido fatico (Eckert et al., 2006).
Existen varias revisiones sobre este tema que reconocen la existencia de diversas estrategias
factibles para la eliminacion de GMS (e.g. Hohn et al., 2001; Puchta, 2003; Upadhyaya et al., 2010).
En todas se reconocen cuatro estrategias fundamentales:
|.Co-transformacion del GMS y el gen de interés seguido de la segregacion y selecciéon de la
descendencia libre de marcador,

Il. Localizar el GMS o el gen de interés en un elemento transponible,

Ill. Recombinacién homologa,

IV. Recombinacidn sitio-especifica.
La primera estrategia listada constituye uno de los métodos pioneros empleados para la eliminacién
del marcador de seleccion y ha sido revisada por varios autores (Miki y McHugh, 2004; Darbani et
al., 2007). Requiere la co-transformacién empleando dos vectores diferentes con los casetes de
expresion necesarios para el gen de interés y el GMS, indistintamente. Los cuales son sometidos a
la posterior segregacion de ambos en la progenie, seleccionandose las plantas que contienen el
transgén y carecen del GMS. Se basa en el hecho de que las células seleccionadas por poseer el
caracter asociado al GMS, usualmente también contienen el gen de interés.
La principal limitante de la co-transformacién radica en la alta frecuencia de co-integracion de
ambos ADNs-T (segmento de ADN del plasmido Ti bacteriano transferido al nucleo de la célula
vegetal) (Nelson y Cox, 2009) en el mismo locus gendmico, lo cual imposibilita su segregacion.
Debido a esto es necesario obtener muchas lineas transgénicas, para aumentar la probabilidad de

gue los genes no estén asociados, y varios pasos de cruzamiento. Lo que conlleva a una labor
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trabajosa e intensiva para su aplicacion. Adicionalmente este método no puede aplicarse en
plantas estériles, especies propagadas vegetativamente y no es practico para cultivos con un largo
ciclo de vida como las especies forestales (Matsunaga et al., 2002).

Los elementos transponibles pueden mediar el reposicionamiento del material genético en el
genoma de la planta. Por ejemplo, el Ac/Ds de maiz (Zea mays L.) ha sido usado para la
reubicacion y eliminacién del gen marcador de seleccién en tomate (Solanum lycopersicum L.)
(Yoder y Goldsbrough, 1994) y arroz (Oryza sativa L.). Estos elementos transponibles pueden ser
eliminados del genoma después de la expresibn de la transposasa y posteriormente ser
reinsertados o no. Basados en esta propiedad, existen dos alternativas: si ocurre una reinserciéon
del transposon, el gen de interés es colocado en el elemento transponible, de manera tal que sera
reinsertado en un locus diferente al que se encuentra el gen marcador de seleccién y seran
segregados en la descendencia (Cotsaftis et al.,, 2002). Alternativamente, si no ocurre la
reinsercion, es ubicado el GMS en el elemento transponible.

La transposicion presenta algunas ventajas asociadas a la relocalizacion del gen de interés, ya que
posibilita el estudio cualitativo y cuantitativo del efecto posicional en los niveles de expresion del
transgén, solamente con el empleo de una linea transgénica activa transposicionalmente (Cotsaftis
et al., 2002). Adicionalmente, permite simplificar los patrones de integracion y disminuir el
silenciamiento génico. Sin embargo, este sistema posee diversas desventajas, entre las que se
incluyen la variabilidad en la eficiencia de transposicion en las diferentes especies, largos periodos
de tiempo, baja eficiencia de eliminacién del gen marcador y la inestabilidad genémica de las
plantas transgénicas. La transposicion puede inducir rearreglos gendmicos, deleciones,
duplicaciones invertidas, inversiones y translocaciones (Yu et al, 2011). Adicionalmente, este
sistema es impractico para plantas con un largo ciclo de vida y tampoco puede ser aplicado en
cultivos estériles o propagados vegetativamente.

Otro método desarrollado para eliminar el gen marcador, emplea la maquinaria de reparacion del
ADN de la célula vegetal. De esta forma, la reparacion de la ruptura en la doble cadena de ADN,
puede ser mediante recombinacién homdéloga o por ho homologia en la union final de la cadena, lo

cual es importante para la supervivencia de todos los organismos (Orel et al., 2003). La proporcion
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de recombinacién homdéloga, con respecto a los eventos de no homologia en la union final aumenta
si las secuencias homologas cercanas a la rotura estan disponibles (Siebert y Puchta, 2002).
Durante el proceso de reparacion el GMS puede ser convertido o eliminado (Fishman-Lobell et al.,
1992). Orel et al. (2003) demostraron que la via asociada a la delecién fue cinco veces mas
frecuente que la via de conversion de genes. Estos conocimientos fueron aplicados por varios
grupos de investigacion en cultivos como Petunia hybrida (Galliano et al., 1995) y tabaco (Nicotiana
tabacum L.) (Muller et al., 1999; Zubko et al., 2000).

Sin embargo la aplicacién de la recombinacion homéloga tiene grandes desventajas, como la baja
eficiencia, deleciones de genes no deseadas y no puede ser controlada, por lo que se pueden
perder varios eventos transgénicos durante el proceso de seleccion. La falta de conocimiento del
mecanismo basico de este fendbmeno, imposibilita su aplicacion en otros cultivos (Puchta, 2003).

En la estrategia de recombinacion sitio-especifica el gen marcador de seleccion es flanqueado por
los sitios de reconocimiento de una recombinasa en repeticiones directas. Las recombinasas sitio-
especificas de origen microbiano poseen la propiedad de hidrolizar el ADN en un segmento
determinado y religarlo en una segunda secuencia blanco. Consecuentemente, si se ubica el GMS
entre los sitios de reconocimiento de esta enzima, una vez seleccionado el material vegetal
transgénico, sera posible escindirlo por la actividad de la recombinasa (Darbani et al., 2007).

Los sistemas de recombinacion mas empleados son el Cre/lox del bacteri6fago P1 (Hoess et al.,
1982; Hoess y Abremski, 1985), FLP/frt de Saccharomyces cerevisiae, (Cox, 1983; Senecoff et al.,
1985) y R/RS de Zygosaccharomyces rouxli (Araki et al., 1985). Estos sistemas son derivados de la
familia de las tirosin-recombinasas, pues poseen un residuo catalitico de tirosina utilizado para
atacar el ADN blanco durante el proceso de recombinacion (Gidoni et al., 2008; Wang et al., 2012).
Luego de la reaccion un sitio de recombinacion (lox, frt 0 RS) permanece en el genoma y puede ser
potencialmente empleado como un segmento para la recombinacion integrativa de otros segmentos
de ADN.

La recombinacion sitio especifica se divide en dos categorias fundamentales teniendo en cuenta la
posicién del gen de la recombinasa. En la primera ambos transgenes y el GMS estan en vectores

diferentes, por lo que el gen de la recombinasa puede ser introducida en la planta transgénica
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mediante retransformacién o por cruzamiento sexual (Russel et al., 1992; Hoa et al., 2002; Kerbach
et al, 2005). La primera planta transgénica libre de genes marcadores de seleccion
comercialmente viable, se obtuvo por este método, al crear la linea de maiz LY038, donde el gen
marcador de seleccion nptll, que se encontraba entre los sitios lox, fue eliminado mediante la
introduccion del gen cre por cruzamiento sexual (Ow, 2007). Pero la principal limitacibn de ambos
sistemas es que requieren de tiempo, una labor intensiva durante el paso de mejoramiento, y solo
son aplicables a especies con reproduccion sexual o donde es posible la retransformacion.

Sin embargo, en la segunda categoria de los métodos que emplean la recombinacién sitio-
especifica, el GMS y el gen codificante para la recombinasa (cre) estan en el mismo vector entre
los sitios de recombinacion, denominandosele vectores de autoescision. Estos contienen los genes
codificantes para el agente selectivo y la recombinasa, flanqueados por los sitios de reconocimiento
de la enzima, y el gen de interés fuera de los sitios de reconocimiento (Verweire et al., 2007).La
estrategia de autoescision es un sistema versatil que puede ser aplicado en cualquier especie y
posee flexibilidad en el control espacial y temporal.

Como en los casos anteriores, en los métodos de autoescision, el gen de la recombinasa no debe
ser expresado hasta después de la seleccion. La expresion de la recombinasa puede ser activada
por una sefial externa o una sefial intrinseca, la cual puede ser aplicada mediante un promotor
inducible que controle el gen cre. Un ejemplo es el empleo de promotores inducidos por golpe
térmico guiando la expresion de la recombinasa.

El gen codificante para la recombinasa también puede estar bajo el control de un promotor
inducible quimicamente, como es el caso del promotor GST-11-27 de maiz, el cual es activado por el
antidoto del herbicida Safener, mediante el control del sistema R/RS en tabaco (Sugita et al., 2000),
con la induccion por B-estradiol con el sistema Cre/lox en Arabidopsis (Zuo at al., 2001), arroz
(Sreekala et al., 2005) y tomate (Zhang et al., 2006).

En otros estudios se han empleado promotores inducibles por una sefial endégena, formando parte
del ciclo de vida de la planta. Por ejemplo, el promotor NTM19 especifico de esporas se ha
empleado para dirigir la expresién del gen cre, logrando escindir el GMS en tabaco durante la

formacion de micro-esporas (Mlynarova et al., 2006). Se han obtenido plantas transgénicas de soya
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libre de genes marcadores de seleccion, usando el gen cre de la recombinasa bajo el control de un
promotor inducible durante la embriogénesis somatica (Li et al., 2007). Moravcikova et al. (2008)
emplearon el promotor CruC de Arabidopsis inducible en semillas para el control de la expresion
del gen cre en semillas de tabaco. Con una estrategia similar se obtuvieron plantas de Brassica
napus libres de genes marcadores de seleccion mediante un promotor de Brassica napus
especifico de semilla (Kopertekh et al., 2009; Kopertekh et al., 2010).

La estrategia de autoescision es muy flexible temporalmente, ya que permite que se produzca la
escision en etapas tempranas (embriogénesis somatica) o tardias del desarrollo (floracion).
Adicionalmente, puede ser aplicada a especies de plantas propagadas vegetativamente y con
ciclos de vida largos. Ademas, la escision del GMS mediada por la recombinasa tiene la ventaja
gue este puede convertir loci de transgenes complejos a menos complejos o la integracion de
copias simples utilizando el sitio de recombinacion remanente (Verweire et al., 2007).

Teniendo en cuenta las ventajas y desventajas de las estrategias de escision de GMS,
anteriormente descritas, es posible seleccionar la recombinacion sitio especifico como la mas
factible a aplicar en D. purpurea. Esto se debe, principalmente, a que puede ser utilizado en
cualquier tipo de especie y permite activar la escisibn en cualquier momento después de
seleccionar las plantas transgénicas. Adicionalmente, la eliminacién del gen codificante para el
agente selectivo, permite emplear el mismo en transformaciones posteriores, introducir otros genes
de interés consecutivamente utilizando el sitio de recombinacién remanente y simplificar los
sistemas de integracién complejos (multicopias del transgén).

2.5.4 Escision del GMS empleando el sistema de recombinacion sitio-especifico Cre/lox
inducido por golpe térmico

Para el desarrollo de un protocolo de escision del GMS empleando el sistema de recombinacién
sitio-especifico Cre/lox, es necesario tener en cuenta varios factores, como el promotor inducible a
emplear. Varias sefales (fisicas o quimicas) pueden activar la recombinacion (ver acapite anterior).
Sin embargo, la aplicacion de promotores inducibles por cambios fisiolégicos, es limitada en

cultivos poco estudiados como es el caso de D. purpurea. Por tanto, la utilizacion de un promotor
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inducible por un estimulo externo como el golpe térmico, es una alternativa funcional para todas las
especies, de acuerdo a su sensibilidad al estrés por temperatura.

La auto-escision inducida por golpe térmico del sistema de recombinacion sitio-especifico Cre/lox,
ha sido aplicada exitosamente en Arabidopsis (Hoff et al.,, 2001; Thomson et al., 2009), maiz
(Zhang et al., 2003), tabaco (Liu et al., 2005; Wang et al., 2005, Luo et al., 2008), papa (Solanum
tuberosum L.) (Cuellar et al., 2006), arroz (Akbudak y Srivastava, 2011; Khattri et al., 2011) y
banano (Musa spp) (Chong-Pérez et al., 2012). La revision de estos trabajos permite dilucidar otros
elementos a seleccionar, como es el tipo de explante y el tiempo que se podria aplicar el golpe de
calor, asi como la temperatura a la cual es posible activar el promotor bajo las condiciones fijadas.
Si se analizan los tipos de explante y tratamientos resumidos en la Tabla I, es posible concluir que
el tipo de explante a seleccionar depende del protocolo de transformacion del cultivo y de la etapa
del mismo en que se aplica la seleccién. Mientras que los valores de temperatura oscilan entre los
37 y 42°C, durante tiempos de 2-16 h con intervalos de recuperacién posteriores o entre ellos. Por

lo que es necesario elegir un tiempo de exposicion, para seleccionar el tipo de explante y la

temperatura a aplicar en un protocolo de auto-escision inducida por golpe térmico en D. purpurea.

Tabla I. Escision inducida por golpe térmico empleando el sistema de recombinacion sitio-especifico Cre/lox

Referencia Planta estudiada  Promotor Explante/ Tratamiento
Hoff et al., 2001 Arabidopsis ArabidopsisHSP81-1 Semillas completas/ 16 h a 37°C
Zhang et al., 2003 Maiz Soya HSP17-5E Callos y embriones inmaduros/ 3-5 h a 42°C

Plantas/ Dos golpes térmicos de 16 h a 37°C con 32
Liu et al., 2005 Tabaco ArabidopsisHSP81-1

h a 21°C de recuperacion entre ellos

Semillas y hojas/ Tres golpes térmicos de 2 h a
Wang et al., 2005 Tabaco Soya HSP17-5E

42°C
Cuellar et al., 2006 Papa Drosophilahsp70 Brotes internodales y microtubérculos/ 2-3 h a 42°C
Luo et al., 2008 Tabaco Arabidopsis HSP18.2 Plantas/ 8 h a 37°C, 48 h a 25°C y 16 h a 37°C
Akbudak y Srivastava, 2011  Arroz Soya HSP17-5E Plantas/ 3 h a 42°C
Khattri et al., 2011 Arroz Soya HSP17-5E Callos, hojas, y semillas/ 4 h a 42°C

Soya  Gmhspl7.6-L Embriones somaticos/ Dos golpes térmicos de 2 h a

Chong-Pérez et al., 2012 Banano

Arabidopsis HSP18.2

42°C con 16 h de intervalo entre ellos
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Capitulo 3: MATERIALES Y METODOS
La presente investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de Biologia Molecular e Ingenieria
Metabdlica del Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP) en el periodo comprendido desde el

enero del 2011 hasta abril del 2013.
Procedimientos generales del cultivo in vitro

Los instrumentos utilizados para la manipulacion aséptica del material vegetal fueron esterilizados
en estufa a una temperatura de 180°C durante dos horas antes de cada sesion de trabajo. Dichos
instrumentos se mantuvieron en estas condiciones mediante el uso de un esterilizador de bolas de
vidrio. Todas las operaciones de diseccion y transferencias de los explantes se realizaron en
cabinas de flujo laminar horizontal o vertical, segun corresponda. Los medios de cultivo se

esterilizaron en autoclave vertical a 121°C y 1,2 Kg./cm? de presién durante 20 min.
Medios de cultivo

Se empledé como medio de cultivo basal la siguiente formulacion: sales minerales del medio de
cultivo propuesto por Murashige y Skoog (1962) (MS) con 4,0 mg/L de hidrocloruro de tiamina, 100
mg/L de mioinositol, 30 g/L de sacarosa y 3,0 g/L de Gelrite® (Duchefa, Haarlem, Paises bajos)
como agente gelificante. El pH fue ajustado a 5,7 con hidréxido de sodio (NaOH) 0,5 N o acido

clorhidrico (HCI) 0,5 N antes de la esterilizacion en autoclave.
Material vegetal

En este trabajo se utiliz6 como material inicial semillas de Digitalis purpurea L. var Rotter Berggold
(Farmasaat GmbH, Alemania). Las semillas fueron germinadas y cultivadas in vitro en medio de

cultivo semisélido siguiendo la metodologia descrita por (Pérez-Alonso et al., 2009).
Induccién de callos y regeneracion de plantas

La formacion de callos fue inducida en medio de cultivo semisélido de formacion de callos (medio

de cultivo basal con 4,5 pM de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), en lo adelante medio de
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cultivo de formacién de callos (MFC), a partir de segmentos de hojas de 1,0 cm? de area, obtenidos
de plantas cultivadas in vitro después del cuarto subcultivo, y colocados en el medio de cultivo
semisdlido sobre la superficie adaxial (Occeguera 2008). Los cultivos fueron mantenidos en
condiciones de oscuridad a una temperatura de 28+2°C durante 28 dias. Los callos obtenidos

fueron divididos y subcultivados en el mismo MFC.

Para la regeneracion los callos fueron fragmentados y transferidos a medio de cultivo basal con 0,5
UM de acido indolacético (AIA) yv 4,4 uM de 6-bencilaminopurina (6-BAP). Los cultivos fueron
incubados en camara de crecimiento con luz natural y temperatura controlada de 27+2°C
(Occeguera 2008). Se realizaron subcultivos cada 15 dias durante 45 dias en frascos con 70 mL de

medio de cultivo semisélido de multiplicacién de brotes (Pérez-Alonso et al., 2009).

3.1. Seleccién de la concentracion minima letal de higromicina B en el proceso de induccion
de callos de Digitalis purpurea

Para la seleccion de la concentracion minima letal de higromicina B en el proceso de inducciéon de
callos de D. purpurea, se utilizaron fragmentos de hojas de aproximadamente 1 cm?, procedentes
de plantas in vitro. La solucion del antibidtico (Duchefa, Haarlem, Paises bajos) se preparé a 50
mg/mL, se esterilizé por filtracion y se adicion6 al MFC luego de la esterilizaciéon, cuando la
temperatura del medio de cultivo estaba entre 40-45°C. Se realizaron seis tratamientos con 35
explantes cada uno, en los cuales se utilizaron las siguientes concentraciones de higromicina B: 0
(Control), 3 (Tratamiento 1), 6 (Tratamiento 2), 9 (Tratamiento 3), 12 (Tratamiento 4) y 15 mg/L
(Tratamiento 5). Se colocaron cuatro explantes en cada frasco de vidrio de 250 mL de capacidad,
con 30 mL de medio de cultivo. Los explantes fueron subcultivados cada dos semanas. A las cuatro

semanas se evaluo el porcentaje de callos formados por area del explante.

El procesamiento estadistico de los datos se realizd con el programa STATISTICA version 8 para
Sistema operativo Windows. Se utilizaron las pruebas de Kruskal-Wallis y comparacion multiple de
medias a posteriori, previa comprobacion de los supuestos de normalidad y heterogeneidad de

varianza. Las variables fueron correlacionadas empleando la R de Spearman.
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3.2. Seleccién de la temperatura y tipo de explante para la eliminacién inducida por golpe
térmico del gen marcador de seleccidon

3.2.1 Efecto del golpe térmico en hojas de Digitalis purpurea

Para el andlisis del efecto de la temperatura en la regeneracién de hojas de D. purpurea, se
emplearon segmentos foliares de 1,0 cm? de area de plantas cultivadas in vitro. Se disefiaron cinco
tratamientos con 35 explantes cada uno: un Control (25°C) no sometido a estrés por temperatura y
los restantes mantenidos a las temperaturas 37, 40, 42 y 45+0,1°C en bafio termostatado (Lauda
RE104, Alemania), respectivamente. Los discos foliares fueron transferidos a tubos de 50 mL con
15 mL de MFC liquido. El golpe térmico se realiz6 dos veces, durante dos horas con 16 h de
intervalo en MFC liquido a temperatura ambiente (25°C), y se colocaron en medio de cultivo
semisélido de MFC durante 28 dias, sobre la superficie adaxial (Occeguera, 2008). Luego de
transcurrido este tiempo se evalu6 el porcentaje de callos formados por area del explante y el
namero de callos formados por explante y se subcultivaron en iguales condiciones durante cuatro
semanas. Posteriormente los callos fueron fragmentados y transferidos a medio de cultivo
semisolido para la regeneracion de plantas, con periodos de subcultivo de 15 dias. A los 45 dias se

determind el nimero de plantas regeneradas por callo.

El procesamiento estadistico de los datos se realizé con el programa STATISTICA version 8 para
Sistema operativo Windows. Se utilizaron las pruebas de Kruskal-Wallis y comparacion multiple de
medias a posteriori, previa comprobacion de los supuestos de normalidad y heterogeneidad de
varianza. Se correlacionaron las variables grado de formacién y nimero de callos por explante, con

respecto a la temperatura, empleando la R de Spearman.

3.2.2 Efecto del golpe térmico en callos de Digitalis purpurea

Para el analisis del efecto de la temperatura en la regeneracion de callos de D. purpurea, se
tomaron segmentos foliares de 1,0 cm? de area y se colocaron en medio de cultivo semisélido de
formacion de callos, sobre la superficie adaxial. Los callos obtenidos fueron fragmentados hasta
alcanzar 0.3 £ 0.1 g de masa fresca, se transfirieron a tubos de 50 mL con 15 mL de MFC liquido y

se sometieron a golpe térmico a las temperaturas 37, 40, 42 y 45°C+0,1°C en bafio termostatado
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(Lauda RE104, Alemania), durante dos horas dos veces con 16 h de intervalo entre ellos, en las
cuales todos los tratamientos se mantuvieron en MFC liquido a temperatura ambiente (25°C) e
inclinados para aumentar el intercambio gaseoso. Adicionalmente se mantuvo un Control (25°C) no
sometido a estrés por temperatura, mas si mantenido en medio liquido durante el mismo tiempo.
Para todos los tratamientos se emplearon 35 callos. Se transfirieron a MFC durante 28 dias y luego
de transcurrido este tiempo, se evalué la masa fresca de los callos. Posteriormente fueron
fragmentados y transferidos a medio de cultivo semisdélido para la regeneracion de plantas, con
periodos de subcultivo de 15 dias. A los 45 dias se determiné el nimero de plantas regeneradas

por callo.

El procesamiento estadistico de los datos se realiz6 con el programa STATISTICA version 8 para
Sistema operativo Windows. Se utilizaron las pruebas de Kruskal-Wallis y comparacion multiple de
medias a posteriori, previa comprobacion de los supuestos de normalidad y heterogeneidad de
varianza. Las variables masa fresca de los callos luego de 28 dias en MFC y temperatura fueron

correlacionadas empleando la R de Spearman.

3.3. Obtencion de plantas transgénicas de Digitalis purpurea libres de marcador de seleccion
Cepas bacterianas y plasmidos empleados

Se empled la cepa de A. tumefaciens C58C1RfR, con el plasmido auxiliar pMP90 (Koncz y Schell
1986). Se introdujeron indistintamente los plasmidos pTJK136 (Kapila et al., 1997), pCAMBIA1301
(CAMBIA, Camberra, Australia) y pAthsp-A (Chong-Pérez et al., 2012) como vectores de

transformacion.
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Figura 3. Vector de transformacién pTJK136. nptll: gen de la neomicina fosfotransferasa; Pnos: promotor de la nopalina
sintetasa; ocs polyA: terminador y sefiales de poliadenilacién del gen de la octopina sintetasa. uidA: gen codificante para la
B-glucuronidasa de E. coli; P35S CMV: promotor del virus del mosaico de la coliflor; nos polyA: terminador y sefiales de

poliadenilacion de la nopalina sintetasa; st-Isl: intron st-Is1 (Solanum tuberosum L).

El vector binario pTJK136 (Figura 3) contiene el gen de la neomicina fosfotransferasa Il (nptll) (EC
2.7.1.95) bajo el control del promotor de la nopalina sintetasa (nos) y el terminador y las sefales de
poliadenilacion de la octopina sintetasa. Ademas, la construccion incluye al gen de la -
glucuronidasa de Escherichia coli (uidA) (Jefferson et al., 1987) con el intron st-Isl de la papa
(Solanum tuberosum L.). El gen uidA se encuentra bajo el control del promotor de la regién 35S del
virus del mosaico de la coliflor (CaMV 35S) y el terminador y las sefales de poliadenilacion del gen

nos (nopalina sintetasa de Agrobacterium tumefaciens).

El plasmido pCAMBIA1301 (Figura 4) posee resistencia a kanamicina, contiene el gen hpt
codificante para la higromicina fosfotransferasa (E.C 2.7.1.119) bajo el control del promotor y
terminador CaMV 35S. Adicionalmente posee el gen uidA con igual promotor y el terminador de la

nopalina sintetasa.
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Figura 4.Vector de transformacion pCAMBIA 1301. hpt: gen de la higromicina fosfotransferasa;. Gus: gen
reportero uidA que codifica para la B-glucuronidasa de E. coli; CaMV 35S: promotor del virus del mosaico de
la coliflor; tnos: terminador y sefales de poliadenilaciéon de la nopalina sintetasa; gusint: intrén caster bean

catalase. LB y RB: bordes izquierdo y derecho, respectivamente, del ADN-T.

El ADN-T del vector pAthsp-A (Figura 5) posee tres unidades transcripcionales entre los sitios lox.
La primera contiene el gen marcador de seleccién hpt, bajo el control del promotor y el terminador
de la nopalina sintetasa. La segunda unidad incluye el gen cre-intrén, codificante para una
recombinasa sitio-especifica Cre, subordinado al promotor inducible por golpe térmico HSP18.2 de
Arabidopsis thaliana. La tercera unidad contiene el casete de expresion del gen codificante (codA)
para la citosina desaminasa, ubicado bajo el control del promotor CaMV 35S. Fuera del fragmento
de escision se encuentra el gen nptll, entre el promotor (Pnos) y terminador (Tnos) de la nopalina
sintetasa, como gen de interés (GOI, del inglés gene of interest). EI ADN-T no recombinado se
denomina “HCCN” (conteniendo los cuatro genes antes mencionados), mientras que el

recombinado es referido como “N” (pues solo mantiene el gen nptll).
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Figura 5. Representacion esquematica del ADN-T del vector de transformacion pAthsp-A (HCCN) vy el
producto de su escision inducida por golpe térmico (N). P*: Promotor inducible por golpe térmico HSP18.2 de
Arabidopsis thaliana; LB y RB: bordes izquierdo y derecho del ADN-T; lox: sitios de reconocimiento de la
recombinasa; Tnos: sefial de poliadenilacion del gen de la nopalina sintetasa; hpt: gen codificante para la
higromicina fosfotransferasa; Pnos: promotor del gen de la nopalina sintetasa; codA: gen que codifica para la
citosina desaminasa; nptll: gen que codifica para la neomicina fosfotransferasa; T35S:. sefial de
poliadenilacion del CaMV 35S; cre-intron: gen cre codificante para la recombinasa con un intrén; P35S:
promotor CaMV 35S. Se indican los cebadores empleados para el andlisis por PCR (Chong-Pérez et al.,

2012).

Transformacion de A. tumefaciens

La cepa de A. tumefaciens C58CI1Rif® (pMP90) fue transformada con los vectores de
transformacion pTJK136, pCAMBIA1301 y pAthsp-A. La transformacion se realiz6 a partir de
células competentes preparadas segln la metodologia propuesta por Hofgen y Willmitzer en 1988.
A 500 pL de cultivo de células competentes se afiadieron 100 pL de agua y 10 pL del plasmido (1
Mg). Luego de homogenizar con cuidado se sometio la mezcla a la siguiente secuencia de choques
térmicos: 5 min en hielo, 5 min en nitrégeno liquido (N,) y 5 min a 37°C. Este procedimiento se

realizo por duplicado.

El cultivo se dej6 enfriar durante 10 min en hielo, se le afiadi6 1 mL de medio de cultivo Luria-
Bertani (LB, 10 g/L de triptona, 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de cloruro de sodio (NaCl)) y
se incubo a 28°C por 4 h. Posteriormente, de 100 a 600 uL del cultivo se inocularon en placas con

medio de cultivo semisélido LB con los antibiéticos adecuados. Se incubaron a 28°C toda la noche
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y se seleccionaron colonias aisladas al azar para chequear la transformacion mediante el

aislamiento de ADN plasmidico y la digestion con enzimas de restriccién.

Infeccion y Co-cultivo

Antes de la transformacion, se aislé una colonia de cada cepa de A. tumefaciens crecida en medio
de cultivo semisdélido LB con: rifampicina 50 mg/L, 100 mg/L de espectinomicina y 300 g/L
estreptomicina en el caso del plasmidio pTJK136 y 50 mg/L de rifampicina y kanamicina en el caso
de los vectores pCAMBIA1301 y pAthsp-A. Cada colonia se inoculé en 3 mL de medio de cultivo LB
liquido con los mismos antibiéticos (precultivo). Los precultivos se incubaron por 24 h a 28°C.
Posteriormente se inocularon 100 pL del precultivo crecido por separado en 50 mL de medio de
cultivo liquido YEP (10 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de bactopeptona, 5 g/L de NaCl, pH 7,0)
con el mismo suplemento de antibiéticos (exceptuando la rifampicina) y se mantuvieron toda la
noche en agitador orbital (Retomed) a 150 rpm. Después de 16 h, las células fueron colectadas por
centrifugacion a 3000 g a 4 °C por 10 min y el precipitado fue resuspendido en medio de cultivo de
infeccién (sales MS al 100%, 2% de sacarosa (m/v), 1,98 g/L de D(+)-glucosa, 3,9 g/L de &cido 2-
[N-morfolino]etano sulfénico (MES), 200 uM de acetosiringona, pH 5,5) hasta obtener una densidad

Optica a 600 nm de 0,7.

Los segmentos de hojas fueron sumergidos en la suspensién de Agrobacterium por 15 min con
agitaciéon manual cada dos o tres minutos y posteriormente se secaron por contacto con papel de
filtro (Waltman®). Se transfirieron a placas de Petri de 9 mm con medio de co-cultivo (MFC con 200
UM de acetosiringona, pH 6,3 antes de la esterilizacién por autoclave). Todas las placas fueron

selladas con Parafilm® y colocadas en la oscuridad por 5 dias a 21°C.

Observacion histoquimica del producto de expresion de B-glucuronidasa

A partir del ensayo histoquimico GUS (Jefferson et al., 1987) se observo la expresion transitoria de
la B- glucuronidasa en los fragmentos de hojas transformados con los vectores binarios pTJK136 y
pC1301, a los 5 dias de la infeccién, asi como la expresion estable de esta enzima en callos y

plantas regeneradas. Los tejidos analizados fueron incubados a 37°C en una solucién tampoén que
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contenia 1 mM de la sal de ciclohexilamonio del &cido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénico
(sustrato de la enzima; comercialmente X-Gluc, Duchefa, Haarlem, Paises bajos), 100 mM de
NaszPO, (pH 7,0), 0,5 mM K4;Fe(CN),; y 0,1 % (v/v) de Tritén X-100. Simultaneamente se sometieron

al mismo tratamiento explantes no transformados que fueron usados como control negativo.

Posterior a la incubacion todas las muestras fueron sumergidas en etanol al 70 % (v/v) durante 2 h
para eliminar las clorofilas y otros pigmentos foliares. El andlisis del ensayo fue realizado por
evaluacién visual y fotogréfica al estereoscopio 6ptico (Motic). La expresion transitoria y estable se
determiné de forma cualitativa, clasificAndose como positiva si se observaba alguna porcion del

tejido tefido de azul.

3.3.1 Seleccion y regeneracion de plantas transformadas de D. purpurea

Los explantes co-cultivados fueron lavados en MFC liquido con 200 mg/L de timentina y secados
por contacto con papel de filtro. Posteriormente fueron transferidos a MFC semisdlido con 200 mg/L
de timentina y los siguientes agentes selectivos: para el caso de los discos foliares transformados
con el vector binario pTJK136 se adicioné al medio de cultivo geneticina 70 mg/L, los explantes en
contacto con el pCAMBIA1301 se mantuvieron a la concentracién de higromicina seleccionada en
el acapite Ill.1 y para el caso del plasmido pAthsp-A se emplearon ambos agentes selectivos
indistintamente. Adicionalmente se utilizaron como controles discos foliares no transformados en
MPC sin antibidtico y con cada uno de los antibiéticos empleados para la seleccion. Se
mantuvieron en medio selectivo durante ocho semanas con subcultivos cada 15 dias. Los callos
obtenidos se sometieron a golpe térmico a las temperaturas seleccionadas, como se describe en el
acapite 3.2.2 y mantenidos dos semanas mas en las mismas condiciones. Posteriormente fueron

transferidos a medio de cultivo semisélido de regeneracion, con subcultivos cada 15 dias.
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3.3.2 Analisis mediante Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de las lineas de plantas
regeneradas

Extracciéon de ADN gendmico vegetal

Para la extraccién del ADN total de plantas de Digitalis purpurea, se empled el protocolo propuesto
por Khayat et al. (2004) con ligeras modificaciones, como se describe a continuacién. Se tomé
entre 0.2-0.5 g de tejido vegetal de plantas cultivadas in vitro y se macerd con nitrégeno liquido en
tubos eppendorf (2.0 mL) hasta obtener un polvo fino. Se adicionaron 2 mL de buffer de extraccion
[4% (m/v) CTAB (bromuro de cetil-trimetil-amonio), 10 mM Tris—HCI/pH 8.0, 1.4 M NaCl, 20 mM
EDTA (&cido etilén-diamino-tetracético), 2% (m/v) PVP 10,000, 10 mM mercaptoetanol] y se
homogenizé empleando el vortex durante unos segundos. Las muestras fueron incubadas a 55°C
durante 30 min y posteriormente centrifugadas a 5000 rpm y 4°C, durante 5 min. Se colect6 el
sobrenadante y se le adicion6 RNAsa (200 g/L de concentracién final) por 15 min a 37°C. El
extracto se mezclo con igual volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se centrifug6 en
iguales condiciones. Se transfirié la fase acuosa a tubos limpios y se adicionaron 2 mL de 2-
isopropanol helado. Las muestras se mantuvieron una hora a —-20°C y posteriormente se
centrifugaron a 11000 rpm y 4°C, durante 15 min. El precipitado resultante se lavé con 500 pL de
etanol 70% (v/v), se centrifugbé segun las condiciones anteriormente mencionadas y se dej6 secar.

El precipitado fue resuspendido en 50 pL de agua.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La escision de los genes marcadores de seleccion y de la recombinasa en las plantas regeneradas
fue comprobada por PCR a partir de ADN genomico extraido de las mismas, empleando dos
combinaciones de tres cebadores (I/II; II/lll). Como control positivo de las reacciones de PCR se
utilizé ADN plasmidico extraido a partir de la cepa DH5a-pAthsp-A de E coli. La secuencia de los

tres cebadores se lista a continuacion:

C-3300-F: 5-GCGGACGTTTTTAATGTACTGAATTAACG-3’;

nptll-SR: 5-CCGCATTGCATCAGCCATGATGG-3;;
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codA-1: 5-GTCGCCAACCCGCTGGTCAATATTC-3'.

La amplificacion fue realizada en un volumen de reaccion final de 20 uL, que contenia 1 uL de ADN
gendmico a 50 ng/pL, 0,4 uM de cada cebador, 200 uM de cada desoxirribonucleétido, tampon de
reaccion de la enzima DreamTaq polimerasa 1X y 1 unidad de esta enzima (TaKaRa, Japo6n). Los
ciclos de amplificacion se llevaron a cabo en el equipo de control térmico programable Mastercycler

(Eppendorf, Alemania).

La secuencia de reacciones para la amplificacién con los cebadores C-3300-F y nptll-SR comenzé
con 1 min de desnaturalizacién a 95°C, seguida por 30 ciclos del blogue siguiente: 94°C por 30 s,
60°C por 30 sy 72°C por 8 min. Luego se realiz6 un paso final de extensién a 72°C por 15 min.
Para la amplificacion nptll-SR y codA-1 se siguié una secuencia similar a la de anteriormente
descrita, pero con las siguientes modificaciones en el bloque de 35 ciclos: 94 °C por 30 s, 55 °C por

30sy72°C por90s.

Los fragmentos amplificados fueron analizados visualmente por electroforesis a 100 V por 40 min
en gel de agarosa al 0.8 % (m/v) y tampdn Tris-Borato-EDTA (TBE, Tris-borato 90 mM, EDTA 2
mM, pH 8), seguida de tincion con solucion 5 pg/mL de bromuro de etidio y transiluminacién con luz

ultravioleta (UV).
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Capitulo 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4. 1. Seleccién de la concentracion minima letal de higromicina B en el proceso de induccidn
de callos de Digitalis purpurea

La concentracién minima inhibitoria de geneticina durante el proceso de formacién de callos de D.
purpurea (50 mg/L) fue determinada por Chong-Pérez et al. (2008) y aplicada en un protocolo de
transformacion de esta especie (Izquierdo, 2010). Sin embargo, fue posible obtener plantas que no
contenian ninguno de los genes transferidos via A. tumefaciens, por lo que constituian escapes del
proceso de seleccion. Teniendo en cuenta estos resultados, se trazaron dos estrategias para
perfeccionar el proceso de seleccién en esta especie. Se aumenté la concentracion de G418 a 70
mg/L y se selecciond la concentracion minima letal de higromicina B en las mismas condiciones,

para el empleo alternativo del gen hpt como marcador de seleccion.

Para la seleccién de la concentracién minima letal de higromicina B en el proceso de formacion de
callos de D. purpurea, se evalu6 el efecto de las concentraciones de 3-15 mg/L de este antibiotico
adicionado al medio de cultivo semisoélido de formacién de callos (MFC). Luego de transcurridos 28
dias de cultivo de los discos foliares en las condiciones antes descritas, se determiné el area del
explante en la cual hubo formacion de callos, aplicando la escala descriptiva presentada en la
Tabla Il. De esta forma se distribuyeron rangos del 0-4, desde la no formacién de callos en el
explante (grado 0), hasta el 100% de la superficie del explante con proliferacion de los mismos
(grado 4). Esta escala descriptiva fue elaborada para este trabajo, por lo que este constituye el

primer informe de su empleo.

Los cinco tratamientos disefiados permitieron evaluar el efecto (formacién de callos) de las
concentraciones de 3, 6, 9, 12 y 15 mg/L de higromicina B, en contraste con un tratamiento control

gue no contenia antibiético en su medio de cultivo.

En la totalidad de los explantes incluidos en el control se produjo formacion de callos en mas de un
75% del &rea del disco foliar (Figura 6). A diferencia de los restantes tratamientos (1-4), en los

cuales se evidencié una disminucion de los grados medios (asociados a la formacién de callos por

34



Resultados y Discusion

area del explante) segun la escala descriptiva, hasta que no se obtuvieron callos. Existe una
correlacion negativa (R de Spearman -0.86, p<0.01) entre el grado de formacion de callos por
explante y las concentraciones de higromicina, en el rango evaluado (0-15 mg/L). Este resultado se
debe a aumentos de la toxicidad del antibidtico proporcionales a su concentracion, que conllevan a
la muerte gradual de las células vegetales, hasta alcanzar valores que ocasionan la mortalidad de
todo el tejido (Tratamientos 4 y 5). Este comportamiento es similar al descrito en la determinacion
de la concentracion minima inhibitoria de geneticina en el procesos de formacion de callos de esta
especie, en el cual se acrecentd el grado de afectacién de los explantes con el aumento de las
concentraciones de antibiético evaluadas, hasta alcanzar un 100% de inhibicion de los mismos

(Chong-Pérez et al., 2008).

Tabla Il. Escala descriptiva empleada para evaluar el efecto de concentraciones variables de higromicina B,

sobre discos foliares de Digitalis purpurea en medio de cultivo semisdlido de formacion de callos.

Area del explante en la cual se observo formacion de callos (A %)

A=0 A<25 25>A<50 50>A<75 A>75
(Grado 0) (Grado 1) (Grado 2) (Grado 3) (Grado 4)

La concentracion minima letal es la menor concentracion a la cual es posible alcanzar un 100% de
mortalidad. Si aplicamos este concepto a estos resultados es necesario seleccionar el tratamiento a
partir del cual no se obtienen callos, lo cual aseguraria que, cuando se aplique en un sistema de
selecciodn, se eviten los escapes de plantas no transformadas. Por tanto, la concentracion minima
letal de los discos foliares de D. purpurea en medio de cultivo semisélido de formacion de callos es

de 12 mg/L.
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El gen codificante para la enzima neomicina fosfotransferasa tipo Il (nptll) fue el primer gen
empleado como marcador de seleccion en plantas. Su producto de expresion confiere resistencia a
los antibidticos kanamicina, geneticina y neomicina. Desde entonces es el sistema de seleccién
mas comunmente aplicado para generar plantas transgénicas con propésitos cientificos (Miki y
McHugh, 2004). Diversos estudios han sido desarrollados con el objetivo de dilucidar los efectos
predecibles e inesperados del empleo de GMS, mas en el caso del nptll los resultados son
favorables. El producto de este gen no es una toxina o alergeno para animales o humanos, ni su
uso en plantas transgénicas compromete el empleo de antibiéticos en estos organismos.
Adicionalmente, es poco probable que se transfiera del genoma de las plantas a otros
microorganismos por transferencia génica horizontal, es altamente sensible a hidrdélisis enzimética 'y

no genera efectos pleiotropicos (Ramessar et al., 2007; Miki et al., 2009).
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Figura 6. Efecto de concentraciones variables de higromicina B, sobre discos foliares de Digitalis purpurea
en medio de cultivo semisdlido de formacién de callos con respecto a un Control sin antibiético. Valores

medios con letras desiguales presentan diferencias significativas para p<0.05 segun la prueba de Kruskal-

Wallis.
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La higromicina B es el segundo antibiético de uso mas frecuente en el proceso de seleccion de
eventos transgénicos, debido en parte a su alta toxicidad para las plantas. El gen de E. coli aphlV
(hpt) codifica para la enzima higromicina B fosfotransferasa, confiriendo resistencia a este
antibiotico en bacterias, hongos, células vegetales y animales. Es usual su empleo como GMS
cuando el gen nptll no ha sido efectivo. En un andlisis de una muestra de publicaciones durante el
2002, este gen fue utilizado en el 19-31% de las plantas transgénicas obtenidas con fines
investigativos (Miki y McHugh, 2004). Por ejemplo, su aplicacion en cotiledones de remolacha
azucarera (Beta vulgaris) generd un efecto toxico de 20 y 30 veces superior a la kanamicina y la

neomicina, respectivamente (Joersho y Okkels, 1996).

Si comparamos las concentraciones seleccionadas de geneticina e higromicina B, para su empleo
en un sistema de seleccién en el proceso de formacion de callos de D. purpurea, la cantidad
necesaria del segundo antibiético es considerablemente inferior (5,8 veces). Por lo que su empleo
reduciria notablemente los costos asociados al uso de estos agentes (G418 49.17 Eurol/g
higromicina B 115.72 Euro/g). Ademas se tiene otro agente selectivo para, en el caso que lo

amerite, retransformar plantas que ya contengan uno de estos GMS.

La estructura, funcién y efectos de los antibiéticos aminoglucosidicos en plantas cultivadas in vitro y
protocolos de transformacion, ha sido revisado por Padilla y Burgos (2010). De acuerdo con lo
planteado en este articulo, existen diversos factores a tener en cuenta para elaborar un sistema de
seleccion efectivo con antibiéticos de naturaleza aminoglucosidica. Por lo que es necesario analizar
el modo de accién del agente selectivo en células vegetales cultivadas in vitro, la complejidad del
explante sometido a seleccion y las caracteristicas del protocolo de transformacion. La
susceptibilidad de las plantas a higromicina B y geneticina es variable para las diversas especies,
genotipos y tejidos. Las diferencias en la sensibilidad a un mismo antibiético en cotiledones,
hipocatilos, discos foliares y callos, son perceptibles si se tiene en cuenta las conmutaciones en su
naturaleza quimica. Asi es que, mientras mayor y mas compleja sea la estructura de un explante,
mas dificil sera determinar la fitotoxicidad de estos compuestos, ya que existiran mecanismos que

prevengan la llegada de los mismos a la célula. Teniendo en cuenta estos aspectos, es
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aconsejable aplicar el agente selectivo inmediatamente después del proceso de transformacion
(para evitar la proliferacién de células no transformadas) y antes de la regeneracién de plantas, en
las cuales las concentraciones necesarias para alcanzar dosis inhibitorias son altas, dada la
complejidad del explante. Puede ser aconsejable establecer estos pardmetros para cada medio de
cultivo del protocolo, lo cual evitaria los comunes escapes y formaciones de quimeras
referenciados en mdltiples trabajos de transformacion. Adicionalmente, se ha sugerido que el
agotamiento del antibiético en la vecindad de las células transgénicas, permite la proliferacion de
células no transformadas y la obtencién de brotes debido a la detoxificacion de células adyacentes.
Por lo que, en la mayoria de los sistemas de transformacién, es predecible la obtenciéon de un
namero de escapes y quimeras, a pesar del correcto disefio del proceso de seleccion (Padilla y

Burgos, 2010).

4.2. Seleccion de la temperatura y tipo de explante para la eliminacion inducida por golpe
térmico del gen marcador de seleccién

Para desarrollar una metodologia de escision del marcador de seleccién se deben tener en cuenta
diversos aspectos asociados a la estrategia a emplear y sus caracteristicas. La aplicacién de un
sistema de recombinacién sitio-especifico como el Cre/lox posee diversas ventajas (ver acapite
2.5.3), mas las fundamentales se basan en que puede ser utilizado en cualquier tipo de especie y
en la posibilidad de activar la escision en cualquier momento después de seleccionar las plantas
transgénicas. Estas prerrogativas sefialan a la autoescision como la estrategia idonea a emplear en

plantas de D. purpurea.

Sin embargo, para su implementacién es necesario establecer las condiciones a las cuales se
produce la activacion de la recombinacion, de acuerdo a la sefial seleccionada para producir este
efecto. La induccion de la expresion del gen cre por golpe térmico ha sido frecuentemente
empleada y revisada (ver acapite 2.5.4). Por lo que es posible concluir que, para su puesta en
practica, es imprescindible conocer el tipo de explante, la temperatura y tiempo de exposicion, a los

cuales se va a aplicar. Estas variables pueden comportarse de manera diferente en las diversas
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especies vegetales, por lo que son necesarios estudios previos y toma de decisiones que

simplifiquen los maltiples factores a fijar para su ejecucion.

De acuerdo con los protocolos de regeneracion (Occeguera, 2008) y transformacion de D. purpurea
(Izquierdo, 2010), existen dos tipos de explantes factibles para la aplicacion del golpe térmico:

discos foliares y callos.

Para el género Digitalis, no se han publicado, hasta el momento, investigaciones relacionadas con
el efecto de un golpe térmico en plantas cultivadas in vitro, por lo que se desconoce la sensibilidad
de esta especie ante este factor abidtico. Ademas, los valores referenciados en diversas
publicaciones oscilan entre los 37 y 42°C en dependencia del tratamiento, rango en el cual es
necesario determinar el efecto del estrés por temperatura para el caso particular de D. purpurea, en

un tiempo dado de exposicion a las mismas.

Teniendo en cuenta estos factores se designo el tiempo de aplicacion empleado por Chong-Pérez
et al. (2012) en bananos: dos horas de golpe térmico, dos veces, con intervalo de 16 h entre ellos.
Fijando este parametro se evalu6 el efecto de las temperaturas 37, 40, 42 y 45°C en hojas y callos

de D. purpurea, en comparacion con un control no sometido a golpe térmico.

4.2.1 Efecto del golpe térmico en hojas de Digitalis purpurea

Para la evaluacién del efecto del golpe térmico en hojas de D. purpurea, se transfirieron segmentos
de discos foliares a medio de cultivo liquido de formacion de callos. Se mantuvieron en bafio
termostatado durante el tiempo seleccionado para desarrollar el golpe de calor. Paralelamente, se
conservaron igual cantidad de segmentos foliares en este medio de cultivo liquido sin aplicarle
estrés por temperatura (Control, mantenido a temperatura ambiente de 25°C). Posteriormente se
transfirieron a medio de cultivo semisolido de formacion de callos durante 28 dias. Luego de
transcurrido este tiempo se evalud la formacién de callos por hoja empleando dos parametros:

grado de formacién, utilizando la misma escala propuesta en la Tabla I, y nimero de callos.

Al comparar las medias del grado de formacion de callo por explante de cada uno de los

tratamientos (Figura 7), es posible apreciar que, a medida que aumenta la temperatura, disminuye
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el &rea del explante en la que se obtienen callos, hasta el tratamiento mantenido a 45°C, en el cual
no se produjo formacién de callos en ninguno de estos. Sin embargo, no existen diferencias
significativas para los discos foliares estresados a las temperaturas de 37 y 40°C, con respecto al

control no sometido a golpe térmico.
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Figura 7. Efecto del golpe térmico a 37, 40, 42 y 45°C en el grado de formacién de callos en discos foliares
de Digitalis purpurea, en comparacién con un control mantenido a 25°C. El golpe térmico fue aplicado a los
discos foliares durante dos horas, dos veces, con intervalo de 16 h entre ellos. Luego los explantes fueron

transferidos a medio de cultivo semisélido de formacion de callos por 28 dias. Valores medios con letras

desiguales presentan diferencias significativas para p<0.05 segun la prueba de Kruskal-Wallis.

Al comparar los resultados anteriormente descritos con la determinacién del nimero de callos
obtenidos por explante, como pardmetro evaluativo mas sensible del mismo proceso de formacién
de callos (Figura 8), es posible diferenciar de manera significativa al tratamiento control de los

restantes. Adicionalmente, para esta variable, no fue posible detectar diferencias entre los
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tratamientos sometidos a 37, 40 y 42°C y tampoco se produjo formacién de callos en los discos

foliares golpeados a 45°C.
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Figura 8. Efecto del golpe térmico a 37, 40, 42 y 45°C en el nimero de callos en discos foliares de Digitalis
purpurea, en comparaciéon con un control mantenido a 25°C. El golpe térmico fue aplicado a los discos
foliares durante dos horas, dos veces, con intervalo de 16 h entre ellos. Luego los explantes fueron
transferidos a medio de cultivo semisolido de formacién de callos por 28 dias. Valores medios con letras

desiguales presentan diferencias significativas para p<0.05 segun la prueba de Kruskal-Wallis.

Fue posible comprobar que la temperatura afecta significativamente el grado de formacion y
namero de callos por explante, al determinar que existe una correlacibn negativa para estos

parametros (R de Spearman -0.86 y -0.83, respectivamente, para p<0.01).

Varias inferencias pueden ser realizadas a partir de esos resultados, bajo las condiciones
propuestas. El aumento de la temperatura a la cual se realiza el golpe térmico, puede ocasionar

dafo celular en los discos foliares y, por tanto, afectar el proceso de induccién y la formacion de
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callos. Mas este efecto es considerable a temperaturas superiores de 40°C y hasta 45°C.
Loégicamente la formacion y proliferacion de callos, bajo las mismas condiciones fisiologicas, es
proporcional a la regeneracion de plantas. Por lo que es posible predecir que la mayor temperatura
a la cual pueden ser alcanzados resultados similares al control en este parametro es a 40°C.
Continuando este andlisis, es permisible afirmar que si se aplica este estrés sobre discos foliares a
temperaturas iguales o superiores a 45°C, durante el tiempo anteriormente descrito, no es posible

regenerar plantas.

Los callos formados en los discos foliares sometidos a golpe térmico, fueron mantenidos 28 dias en
MFC para su proliferacion. Posteriormente se trasladaron a medio de cultivo semisélido de
regeneracion con periodos de subcultivo de 15 dias. A los 45 dias se determind el nimero de

plantas regeneradas por explante.

La mayor temperatura empleada para realizar el golpe de calor, a la cual no fue posible encontrar
diferencias significativas, con respecto al control, fue 40°C (Figura 9). Este resultado se
corresponde con lo esperado, si se tiene en cuenta el comportamiento de los explantes en estudio,
durante la fase de formacion y proliferacion de callos. De igual manera no fue posible obtener
plantas en el tratamiento sometido a 45°C. Por lo que se recomienda seleccionar la temperatura de
40°C, si se desea realizar un golpe térmico en discos foliares de D. purpurea, bajo las condiciones
establecidas, sin que se afecte la regeneracion de plantas, para su empleo en una metodologia de
escision de GMS. Sin embargo, es necesario conocer si es posible activar el promotor inducible por

golpe térmico bajo estas condiciones.

Los discos foliares son el material de partida para el proceso de regeneracion y transformacion de
la especie en estudio. Segun el protocolo descrito por Izquierdo (2010), la formacién de callos en
medio selectivo durante ocho semanas y la posterior regeneracion en medio no selectivo permite la
obtencion de plantas transgénicas en no menos de cuatro meses. La estrategia planteada,
permitiria seleccionar las plantas transgénicas con el fenotipo deseado e inducir a partir de sus

discos foliares la escisién de la secuencia no deseada. Sin embargo, esta estrategia dilataria el
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tiempo necesario para desarrollar exitosamente la metodologia de eliminacion del marcador de

seleccion.
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Figura 9. Efecto de las temperaturas 37, 40, 42 y 45°C en el niumero de plantas de Digitalis purpurea
regeneradas por disco foliar, en comparaciéon con un control no sometido a golpe térmico, luego de 45 dias
en medio de cultivo semisélido de regeneracion. Valores medios con letras desiguales presentan diferencias

significativas para p<0.05 segun la prueba de Kruskal-Wallis.

4.2.2 Efecto del golpe térmico en callos de Digitalis purpurea

Para la evaluacion del efecto del golpe térmico en callos de D. purpurea, se transfirieron
fragmentos de callos de aproximadamente 0,3 g a medio liquido de formacion de callos. Se
mantuvieron en bafio termostatado durante el tiempo seleccionado para desarrollar el golpe de
calor. Paralelamente, se conservaron callos en medio de cultivo liquido sin aplicarle estrés por

temperatura (25°C). Posteriormente se transfirieron a medio de cultivo semisoélido de formacion de
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callos durante 28 dias para la proliferaciéon de los mismos. Luego de transcurrido este tiempo se

determino la masa fresca de los callos.

Al comparar las medias de la masa fresca de los callos de cada uno de los tratamientos (Figura
10), es posible asumir que existe una relacion inversamente proporcional entre este parametro y la
temperatura. El aumento de la masa fresca de los callos se corresponde a la proliferacion de los
mismos, como indicativo de la vitalidad de las células. Por lo que es posible asumir que, a
aumentos de la temperatura, superior es la afectacion del explante. Este planteamiento se
comprob6 al determinar que existe una correlacion negativa entre ambos parametros (R de

Spearman -0,7, para p<0.01).
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Figura 10. Efecto de las temperaturas 37, 40, 42 y 45°C en la masa fresca de callos de Digitalis purpurea, en
comparaciéon con un control mantenido a temperatura ambiente de 25°C, luego de 28 dias en medio de

cultivo semisolido de formacién de callos. Valores medios con letras desiguales presentan diferencias

significativas para p<0.05 segun la prueba de Kruskal-Wallis.
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La mayor temperatura a la cual no se detectaron diferencias significativas con respecto al control
fue a 40°C. Para los tratamientos sometidos a golpes de calor a 42 y 45°C, se experimentd una
disminucion significativa de la masa fresca entre si y con respecto al control, hasta obtener valores

similares a la masa inicial de los callos (0,244) (Figura 10).

Este comportamiento es similar al descrito para discos foliares sometidos a las mismas condiciones
de tratamiento. Por lo que es de esperar que, al determinarse el nimero de plantas regeneradas
por callos, exista una relacion similar, en la cual no se obtengan plantas a partir de los callos
mantenidos a 45°C y no se experimenten diferencias significativas entre el control y los explantes

expuestos a 37 y 40°C.

Morfolégicamente no existen diferencias entre los callos de los tratamientos, fuera del tamafio, la
compactaciéon y dureza de los mismos. Estas tres caracteristicas no son variables para los
tratamientos control, 37 y 40°C, mas si para los callos sometidos a 42 y 45°C los cuales eran mas

pequefios, oscuros, acuosos e incluso necréticos, en el segundo caso.

Luego de la etapa de proliferacion de los callos en estudio, fueron transferidos a medio de cultivo
de regeneracion, con subcultivos cada 15 dias. Al transcurrir el periodo del primer subcultivo, fue
posible identificar otras diferencias morfoldégicas entre los tratamientos, fundamentalmente el

sometido a 40°C (Figura 11), no apreciables en condiciones de oscuridad.

Durante los primeros 15 dias en medio de regeneracion, los callos del tratamiento control (Figura
11A) y los sometidos a 37°C (Figura 11B), mantuvieron similitudes en cuanto a tamafio y
coloracién. Bajo estas condiciones es comun que se produzca proliferacion celular, por lo que los
callos aumentan de tamafio, se engrosan y comienzan la formacion de brotes y/o raices,
adoptando una coloracion verde paulatinamente. Estas caracteristicas se mantuvieron en ambos

tratamientos, con la aparicién de zonas verdes oscuras y ligera formacién de raices.
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Figura 11. Callos de Digitalis purpurea sometidos a golpe térmico a 37 (B), 40 (C), 42 (D) y 45°C (E), en
comparacion con un control mantenido a 25°C (A), luego de 15 dias en medio de cultivo semisolido de

regeneracion. F: Regeneracion de plantas a partir de callos expuestos a 40°C, bajo las mismas condiciones.

Sin embargo, al observar los callos sometidos a golpe térmico a 40°C (Figura 11C), fue posible
notar diferencias considerables y de gran interés. La totalidad de los callos adquirieron
caracteristicas morfol6gicas favorables para la regeneracion. Se tornaron mas sélidos, compactos,
engrosados y de un verde intenso, asociado a una mayor presencia de clorofilas y a la formacién
de brotes. Consecuentemente con estas caracteristicas, solo en este tratamiento fue posible la

regeneracion de plantas a los 15 dias (Figura 11F), con una media de tres brotes por explante.

Los callos correspondientes al tratamiento golpeado a 42°C (Figura 11D) mantuvieron similitudes
con el control en cuanto a la coloracién, sin embargo fue posible observar la aparicion de raices, en
algunos casos, antes de los brotes. Adicionalmente, su textura se torn6 mas suave y acuosa, que

los tratamientos anteriormente descritos.
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De acuerdo con los resultados esperados, los explantes sometidos al golpe de calor a 45°C (Figura
11E) se mantuvieron oscuros, acuosos Y fragiles, no experimentaron proliferacion o engrosamiento

apreciable.

Luego de 45 dias en medio de regeneracién, se determiné el nUmero de plantas obtenidas por
explante y se compararon los tratamientos. Contrario a los resultados anteriormente discutidos al
analizar el efecto del estrés por temperatura en hojas de D. purpurea, en el tratamiento mantenido
a la temperatura de 40°C, se obtuvieron valores medios significativamente superiores al control y al
tratamiento expuesto a 37°C (Figura 12). Adicionalmente, la eficiencia de regeneracion del sistema
sometido a 42°C es comparable con la alcanzada para 37°C y superior al control. No fue posible
regenerar plantas a partir de los callos golpeados a 45°C. De manera consecuente con estos
resultados la mayor temperatura a la cual no se ve afectada la regeneracion de plantas, bajo las
condiciones seleccionadas, es a 42°C. Sin embargo, los altos niveles de regeneracién de los callos
golpeados a 40°C, no solo son impredecibles e interesantes, sino que inducen a considerar este

tratamiento como idéneo para realizar el golpe térmico.

Si comparamos los efectos del golpe térmico entre ambos materiales, de acuerdo a las diferencias
entre el nimero de plantas regeneradas por explante, es posible concluir que las hojas son mas
sensibles a la temperatura que los callos. En el primer caso la eficiencia de regeneracion media
oscila entre 6-16 plantas por callos hasta los 40°C (Figura 9), afectandose considerablemente este
parametro a temperaturas superiores. Asi es que, el nimero de plantas regeneradas por explante
fue similar para ambos materiales en los tratamientos control y 37°C (Figura 12), asi como 40°C
para las hojas. Mas, en el caso de los callos se experimentd una regeneracion superior a mayores
temperaturas, permitiendo que se realice un golpe térmico a 40 o 42°C, sin afectar esta variable.
Luego, el empleo de los callos como explante sobre el cual es posible aplicar un golpe térmico, no

solo permite designar una temperatura superior, sino que se potencia la regeneracion de plantas.
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Figura 12. Efecto de las temperaturas 37, 40, 42 y 45°C en el numero de plantas de Digitalis purpurea
regeneradas por callo, en comparacién con un control no sometido a golpe térmico (25°C), luego de 45 dias

en medio de cultivo semisélido de regeneracion. Valores medios con letras desiguales presentan diferencias

significativas para p<0.05 segun la prueba de Kruskal-Wallis.

La menor sensibilidad de los callos de D. purpurea al golpe térmico no es sorprendente si se tiene
en cuenta que son una masa amorfa de células del parénquima, en crecimiento desorganizado y
sin diferenciacion obtenida a partir de las hojas. La formacion de callos ocurre de modo natural en
la planta, como respuesta de proteccién ante diversos factores bidticos y abiéticos, debido a la
modificacion del equilibrio endégeno de los reguladores de crecimiento. En este caso es provocado
por la adicion de una auxina sintética (2,4-D) al medio de cultivo, que conlleva a un crecimiento
desordenado. Estas caracteristicas pueden justificar no solo la mayor sensibilidad de las hojas a la

temperatura, sino también que no se produzca una respuesta de las mismas ante este estrés.
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Por otro lado, teniendo en cuenta que el proceso de seleccion con antibibtico se realiza en la etapa
de formacion y proliferacion de callos, la aplicacion del golpe térmico en este tejido, permitiria
acortar el proceso de obtencion de plantas libres de GMS. Por lo que se regenerarian, de manera

directa, lineas presumiblemente con las caracteristicas deseadas.

Luego del analisis de los resultados expuestos en este acapite, es posible seleccionar a los callos
como el explante a utilizar, para la eliminacién inducida por golpe térmico del gen marcador de
seleccion. Adicionalmente, se proponen las temperaturas de 40 y 42°C, debido a los aumentos
considerables en la eficiencia de regeneracion para la primera. Sin embargo, ninguno de estos
resultados aseguran que pueden ser empleados satisfactoriamente en una metodologia de escision
de genes marcadores de seleccion. Para ello es imprescindible demostrar que bajo estas
condiciones es posible activar el promotor inducible por golpe térmico y, consecuentemente, la

recombinacion.

Por tanto, es necesario transformar discos foliares via A. tumefaciens, con un vector binario que
contenga el sistema de recombinacion sitio-especifico Cre/lox. Realizar el proceso de seleccion con
los antibidticos geneticina o higromicina B, durante la fase de induccién y multiplicacién de callos.
Posteriormente, aplicar un golpe térmico al explante y temperaturas elegidos, para ver si es posible
regenerar plantas en las cuales se produjo la eliminacién del segmento de ADN entre los sitios lox.
El desarrollo exitoso de este proceso, permitira proponer una metodologia para la obtencién de

plantas transgénicas de D. purpurea libres de genes marcadores de seleccion.

Aunque a lo largo de este acapite se han analizado y discutido los resultados necesarios para dar
cumplimiento al segundo objetivo especifico propuesto en este documento, es necesario considerar
nuevas incognitas surgidas de los mismos. Hasta el momento, no existe ninguna referencia de la
realizacion de un estudio acerca del efecto de la aplicacién de un golpe térmico en explantes del
género Digitalis. La novedad de estos resultados se acrecienta si consideramos la potenciacion de
la regeneracion de plantas en los callos sometidos a estrés por temperatura, especificamente a

40°C. Estas evidencias experimentales fueron corroboradas en tres ocasiones, conduciendo a la
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aparicion de interrogantes, cuyas respuestas permitirian explicar los resultados representados en la
Figura 12. Aunque actualmente no se pueden hacer inferencias directas para esta especie, existen
diversos estudios en otras plantas modelos como Arabidopsis thaliana, que permiten proponer una
hipétesis del mecanismo molecular que provoca los cambios fisiol6gicos, anteriormente descritos

para este tratamiento.

La respuesta a golpe térmico es altamente conservada en todas la células vivas, incluyendo las
plantas. Por lo que se considera un sistema modelo para el estudio del mecanismo molecular que
posibilita la regulacion de la expresion génica dependiente de estrés (Shoji et al., 2000). La
aplicacion de un golpe de calor en un sistema vivo, provoca la disminucion del volumen celular vy,
consecuentemente, el apilamiento de los componentes citoplasméaticos, lo cual aumenta las
interacciones moleculares, produciéndose la desnaturalizacion de proteinas y la fusion de
membranas (Sato et al., 2008). Por este motivo las células han desarrollado diversos mecanismos

para protegerse y adaptarse a factores abi6ticos variables y persistentes como este.

Para responder a las condiciones de estrés deben desencadenarse numerosos eventos
multifactoriales, que pueden agruparse en dos procesos: biosintesis de moléculas adaptativas y
union o acoplamiento de moléculas a estructuras organizadas. El primero va a estar dirigido a la
proteccion de macromoléculas y membranas, mientras que el segundo puede estar asociado a
cambios del flujo de metabolitos. Posibilitando, de manera conjunta, contrarrestar los efectos del

estrés y la aclimatizacion (Cho et al., 2006).

En todos los organismos sometidos a estrés por temperatura se produce la induccién rapida y
acumulacion de un grupo de proteinas conocidas como proteinas de golpe térmico (HSP, del inglés
heat shock protein), que pueden categorizarse de acuerdo a su peso molecular, homologia de
secuencia y su localizacion intracelular (Shakeel et al., 2012; Sun et al., 2012; Zhou et al., 2012).
La induccion de la transcripcién de genes de golpe térmico ante altas temperaturas, esta mediada

por activadores transcripcionales pre-existentes, conocidos como factores de golpe térmico (HSF,
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del inglés heat shock factors). Los HSFs son capaces de unirse a elementos (HSE, del inglés heat

shock elements) situados en regiones del promotor, asociados a esta sefial.

Los genes a partir de los cuales se obtienen los HSFs han sido aislados y caracterizados para
diversos organismos, como tomate (Scharf et al., 1990), Arabidopsis (Hubel et al., 1994; Busch et
al., 2005; Nishizawa et al., 2006; Li et al., 2009), maiz (Gagliardi et al., 1995), soya (Czarnecka-
Verner et al.,, 1995), tabaco (Shoji et al., 2000) y arroz (Yamanouchi et al., 2002). El estudio
funcional de estos factores transcripcionales, ha permitido demostrar que su potenciacion favorece
diversos procesos, como la termotolerancia, germinacion y estrés hidrico (Li et al., 2009; Wu et al.,

2009; Zou et al., 2011).

Aunque el nimero de genes que codifican para proteinas de golpe térmico de pequefio peso
molecular (sHSP, del inglés small heat shock protein), es variado para diversos organismos, su
mayor abundancia y multiplicidad se encuentra en las plantas: 19 en Arabidopsis, 17 en trigo y 12
en maiz (Zhou et al.,, 2012). Lo cual esta respaldado por el hecho de que las plantas son
organismos sésiles, que se encuentran continuamente expuestos a cambios en diversos factores
abiéticos, como déficit de agua o temperaturas extremas. Para adaptarse a estos y otros cambios
las plantas deben someterse a disimiles cambios fisiol6gicos e inducir gran numero de genes (Cho
et al., 2006). Las HSPs actiian como chaperonas moleculares que se encargan de reparar y asistir
la re-naturalizaciéon de proteinas sensibles al estrés, protegiendo a las células de su efecto (Sato et
al., 2008; Zou et al., 2011). Ademas, pueden elegir como blanco proteinas desnaturalizadas o

agregadas e inducir su degradacién (Cho et al., 2006).

A pesar de que las sHSPs han sido detectadas en respuesta a altas temperaturas, también pueden
estar asociadas a otras sefiales abidticas (frio, sequia, salinidad) o moleculares (acido abscisico,
acido salicilico, H,O,) (Sun et al., 2012). Este efecto est4 asociado a la alta complejidad de los
mecanismos de activacion de rutas defensivas y aclimatacion, de acuerdo a los eventos de
sefializacion relacionados con la sensibilidad a estrés. Por lo que se puede desarrollar una

tolerancia cruzada, debido a la proteccion simultdnea que se establece por el solapamiento entre
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los grupos de genes activados. Se ha demostrado que la aplicacién de un golpe térmico, induce en
células de plantas la resistencia cruzada a salinidad, metales toxicos, dafio por enfriamiento y
estrés oxidativo (Sato et al., 2008). Consecuentemente, la modificaciébn genética con el objetivo de
sobre-expresar sHSPs, ha permitido aumentar caracteres agronémicos como la tolerancia basal al
calor, el enfriamiento y el estrés osmético, asi como ha aumentado la longevidad y germinacién de

semillas (Zhou et al., 2012).

Aunque se conoce menos acerca del efecto sobre el metabolismo al producirse la respuesta a
estrés térmico, se plantea que puede influir principalmente en rutas asociadas a la obtencion y
degradacién de carbohidratos, asi como en la homeostasis redox. En una revisién realizada por
Zou et al. (2011), sobre la respuesta ante estrés por altas temperaturas en arroz, se plantea que
existe influencia en rutas como la glucdlisis, el Ciclo de Krebs, la biosintesis de tiamina y ambas
fases de la fotosintesis. Adicionalmente, se potencia la expresiéon de enzimas involucradas en
sistemas antioxidantes como la glutation S-transferasa, deshidroascorbato reductasa, superéxido

dismutasa y glutation reductasa (Zou et al., 2011).

Las caracteristicas de la respuesta por golpe térmico analizadas hasta el momento, permiten
identificar una serie de eventos moleculares que inducen multiples procesos metabdlicos y cambios
fisiologicos. Sin embargo, no explican la relacion entre estos y los cambios morfolégicos
experimentados en los callos de D. purpurea sometidos a temperaturas de 40°C, o la potenciacién
de su regeneracion. En un estudio realizado por Kumar et al. (1999) en tres variedades de
Gladiolus hybridus Hort, fue posible demostrar el efecto sinérgico del golpe térmico (50°C, 1h) y
altas concentraciones de sacarosa (0.232, 0.290, 0.348 M) en el proceso de morfogénesis.
Adicionalmente, la aplicacion de altas temperaturas potencié la proliferacion de brotes en los
explantes mantenidos en medio basal (Kumar et al., 1999).

El curso de la regeneracion en cultivo in vitro estd determinado por la relaciéon entre auxinas y
citoquininas, las cuales actian de manera concertada para promover diversos procesos de

crecimiento y desarrollo en plantas superiores. Algunos cultivos como tabaco responden a las
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citoquininas adoptando una coloracién verde en presencia de luz, acumulando ARNs mensajeros
y/o proteinas de los centros de reaccion fotosintéticos.

Estimulos como moléculas elicitoras, metales pesados y golpe térmico, pueden activar enzimas
como la citoquinina oxidasa, también inducida por esta hormona (Dominov et al.,, 1992). Esta
enzima es crucial en el catabolismo del exceso de citoquininas y previene el movimiento dentro y
fuera de tejidos u 6rganos especificos (Mok y Mok, 2001)

En estudios funcionales de librerias de ADN complementario (ADNCc), realizados por Banno et al.
(2001), en Arabidopsis, fue posible dilucidar moléculas involucradas en la potenciacién de la
regeneracion de brotes. EI ADNc ESR1 (del inglés enhanced shoot regeneration), permite la
formacion de brotes de manera independiente a la concentracion de citoquininas y el
enverdecimiento de manera especifica, cuando es sobre-expresado en explantes radiculares.
Dicho incremento se produce durante las etapas tempranas del proceso de regeneracion de brotes,
sin afectar la induccion de callos o la formacién de raiz. Sin embargo, si el explante no es
transferido de un medio con 2,4-D no se induce la expresion de ESR1. Luego, en un andlisis de la
relacion estructural y funcional de ESR1, se propone que sea un factor de transcripcion que
pertenece a la familia AP2/EREBP (del inglés APETALA2/ethylene-responsive elements binding
protein), la cual es inducida por etileno. Su efecto es independiente de citoquininas, pero sinérgico
en presencia de estas y requiere de la incubacién con 2,4-D (Banno et al, 2001).

Las coincidencias entre la respuesta generada por el factor ESR1 de Arabidopsis y el efecto del
golpe térmico en la regeneracion de callos de D. purpurea, permiten elaborar una hipétesis que
justifique estos resultados. La aplicacion del estrés por temperatura a 40°C, podria inducir la
activacion de HSFs y la expresion de HSPs que modifiquen la relacion entre auxinas y citoquininas,
activando la accion de la segunda (D’Agostino y Kieber, 1999). Posteriormente, la sintesis de
sHSPs de cloroplastos, permitiria proteger el Fotosistema Il y los tilacoides de la labilidad por
estrés. Ambos procesos justifican el enverdecimiento notable de los callos al ser transferidos a la
luz, en medio de regeneracion con AIA y 6-BAP. Adicionalmente, la tolerancia cruzada de las

respuestas adaptativas, posibilitaria generar la transcripcion de moléculas funcionalmente similares
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al ESR1, de acuerdo con la induccion y multiplicacién previa de los callos en medio con 2,4-D,
provocando un aumento en la formacion de brotes.

Mientras que, para los callos sometidos a 42°C varios factores pueden provocar que no se
observen cambios morfolégicos, aunque exista un aumento significativo de la regeneracion. Entre
ellos es posible teorizar: la combinacion del enmascaramiento del efecto de las citoquininas con
otras hormonas o la regulacion negativa de la expresion de genes involucrados en su efecto
(Rashotte et al., 2003), la activacion de citoquinina oxidasas y el aumento del dafio celular.

Para comprobar estas hipotesis y dilucidar las causas de la potenciacién de la regeneracién de
callos de D. purpurea sometidos a golpe térmico, es necesario realizar multiples estudios
moleculares, metabdlicos y fisiologicos. Tal vez la descripcion del mecanismo y las moléculas
involucradas en este proceso, permita revolucionar las metodologias utilizadas hasta el momento,
alcanzar mayor eficiencia de regeneracion y aumentos en la productividad y contenido de

cardendlidos.

4.3. Obtencién de plantas transgénicas de Digitalis purpurea libres de marcador de seleccion
Para la obtencién de plantas transgénicas de D. purpurea se transformaron discos foliares via A.
tumefaciens, empleando el vector binario pAthsp-A y como controles se utilizaron los vectores
binarios pTJK136, pCAMBIA1301 segun el protocolo propuesto por Izquierdo (2010).

Paralelamente se cultivaron bajo las mismas condiciones, explantes sin transformar.

Luego de transcurrido el periodo de co-cultivo del tejido vegetal con la bacteria (cinco dias), se
realizo la determinacién histoquimica del producto de expresién transitoria de 3-glucuronidasa, en
discos transformados con los plasmidos que contienen el gen uidA (pTJK136, pCAMBIA1301) y un
control sin transformar, seleccionados al azar (Figura 13). Los niveles de expresion de esta enzima
estan asociados a la aparicion de un precipitado de color azul, que se produce por la accion de la
misma sobre su sustrato (X-Gluc). De acuerdo a los resultados esperados, fue posible observar
manchas y puntos azules en los bordes de los discos transformados, a diferencia del control. La
localizacion del producto de catdlisis de la R-glucuronidasa, se corresponde con las zonas donde

se realizaron cortes, favoreciendo la interaccion con A. tumefaciens.
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La expresién transitoria de la enzima codificada por el gen uidA, permite comprobar la insercion del
mismo de forma répida y detectable, demostrando la eficiencia de las condiciones de
transformacion y su aplicabilidad. Adicionalmente, se manifiesta la funcionalidad del plasmido

pCAMBIA1301 en la modificacién genética de plantas de D. purpurea.

TNos uidA P35S PNoS nptif TOcs

S

pTJK136 Control pPCAMBIA1301

Figura 13: Expresion transitoria de la enzima R-glucuronidasa en discos foliares de D. purpurea luego de
cinco dias en medio de cultivo semisélido de formacién de callos con acetosiringona 200 uM. A y C: en co-
cultivo con A. tumefaciens transformado con los vectores pTJK136 y pC1301, respectivamente. B: no

transformado.

Los genes reporteros mas comunmente introducidos en plantas genéticamente transformadas son
los codificantes para la proteina verde fluorescente (gfp) y la enzima R-glucuronidasa (uidA). Estos
son empleados para el analisis de patrones de expresion gobernados por diversos promotores,
permitiendo el reconocimiento y seguimiento visual del tejido transformado. La seleccion del gen
reportero estd determinada por su estabilidad, periodo de actividad y las sefiales de fondo que

pueden interferir en su observacion (Kavita y Kumar, 2008).

La principal desventaja del empleo del gen uidA como reportero, radica en la pérdida del material
vegetal, debido a que es necesario incubar el explante con X-Gluc. Adicionalmente, la clorofila

debe ser eliminada, para que no se produzcan interferencias en la observacion del producto. Sin
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embargo, en el caso de este estudio no es un detrimento, pues los discos foliares transformados
con los vectores pTJK136 y pCAMBIA1301, se emplean con el objetivo de comprobar si las

condiciones de transformacion fueron eficientes.

En los dias sucesivos al co-cultivo, los discos foliares transformados con los vectores pTJK136 y
pCAMBIA1301, fueron transferidos a medio de cultivo semisdlido de formacién de callos, con
geneticina e higromicina, respectivamente. Los callos multiplicados bajo las condiciones selectivas
anteriormente mencionadas, se trasladaron a medio de regeneracion. Fue posible observar el
producto de la expresion estable de la enzima R-glucuronidasa, en callos y plantas seleccionados
con G418 (Figura 14). No fue posible regenerar plantas que contuvieran el gen uidA, luego de la

seleccién con higromicina.

Figura 14: Expresion estable de la enzima R-glucuronidasa en callos (A) y plantas (B) de D. purpurea

transformados con el vector pTJK136.

La obtencion de callos resistentes a geneticina capaces de expresar de manera simultanea los
genes nptll y uidA, se corresponde con los resultados presentados por Izquierdo (2010) durante el
desarrollo de un protocolo de transformacion en esta especie. Confirmando la reproducibilidad y

aplicabilidad de las condiciones de transformacion propuestas.
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4.3.1 Seleccion y regeneraciéon de plantas transformadas de D. purpurea

Los discos foliares transformados con los vectores pAthsp-A, pTJK136 y pCAMBIA1301, fueron
seleccionados durante ocho semanas en MFC, con subcultivos cada 14 dias. Se emplearon como
agentes selectivos higromicina B y geneticina a las concentraciones de 12 y 70 mg/L,
respectivamente (ver acapite 4.1). Paralelamente se utilizaron controles no transformados en

presencia y ausencia de antibiotico.

A los 28 dias de iniciacion del proceso de induccién de callos, se observé el grado de formacion de
los mismos por explante y se compararon los diferentes tratamientos (Figura 15). En los discos
foliares no transformados en ausencia de seleccion, se produjo formacién de callos en el 75-100%
de su éarea (Figura 15A). Mientras que en los controles seleccionados con higromicina B (Figura
15B) y geneticina (Figura 15C), no fue posible observar callos. Los discos foliares transformados
con los vectores binarios y sometidos a seleccion, mantuvieron una gran variabilidad en estos
resultados, desde fragmentos que no formaron callos, hasta la aparicion de los mismos en un 50%

de su area.

El empleo de un control sin transformar no sometido a seleccion, permite comprobar las
condiciones del medio de cultivo y la capacidad de induccion de callos. Consecuentemente, el
resultado esperado es que se produzca una formacion normal de dichas estructuras sobre el
explante, asegurando que no existan otros efectos inhibitorios en los callos transformados, ademés
de la presencia del agente selectivo. Mientras que los discos foliares no transformados en
presencia de higromicina o geneticina, posibilitan acreditar la eficiencia de las condiciones de
seleccion propuestas y las aplicadas. Si no existe una inhibicion total de la formacion de callos,
aumenta la probabilidad de que se produzcan escapes del proceso selectivo. Los resultados

alcanzados se corresponden con los esperados para llevar a cabo un proceso selectivo exitoso.
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Figura 15: Discos foliares de D. purpurea luego de 28 dias en medio de cultivo semisélido de formacion de
callos. Proceso selectivo de células transformadas con geneticina 70 mg/L e higromicina 12 mg/L, con
respecto a controles sin transformar en presencia y ausencia de antibiotico.A: Control no transformado sin
antibiético, B: Control no transformado con higromicina B, C: Control no transformado con geneticina, D y E:
discos foliares transformados con los vectores pTJK136 y pCAMBIA1301, respectivamente. F y G: discos
foliares transformados con el plasmido pAthsp-A en medio selectivo con higromicina B y geneticina,

respectivamente.

Los discos foliares transformados con los vectores pTJK136 y pPCAMBIA1301 son empleados como
controles positivos de ambos agentes selectivos, al contener los genes nptll y hpt,
respectivamente. Adicionalmente, la presencia del gen reportero uidA en su estructura, permite
monitorear de forma sencilla la expresion estable de estos durante los procesos de formacion de
callos y regeneracion de plantas. La eficiencia de transformacion con el plasmido pCAMBIA1301
fue considerablemente inferior a la del pTJK136, siendo imposible regenerar plantas a partir de
este tratamiento. Este resultado puede estar asociado a la pérdida por contaminacién de material
transformado, la produccion de eventos de modificacion en menor numero o en zonas del genoma
gue afecten la viabilidad celular, asi como diferencias en los patrones de expresion de los GMS,

gobernados por diferentes promotores.
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La obtencion de callos y la regeneracion de plantas modificadas con el vector pAthsp-A, constituyé
el objetivo fundamental del proceso de transformacion. La presencia del sistema de escision sitio-
especifico Cre/lox, permite comprobar si es posible activar la induccién de la expresion de la
recombinasa, mediante la aplicacién de un golpe térmico en callos, a las temperaturas de 40 y
42°C. Este pladsmido contiene entre sus sitios lox, el gen hpt, que confiere resistencia a higromicina
B, y fuera de estos al gen nptll, codificante para la neomicina fosfotransferasa, enzima que inactiva
el efecto de la geneticina. Por lo tanto es posible aplicar ambos antibidticos en el proceso de
seleccion de los eventos transgénicos desarrollados por la introduccion del pAthsp-A en el genoma
de la planta. Por tanto el 50% de los explantes transformados se mantuvieron en medio de cultivo
con geneticina y los restantes con higromicina B. Permitiendo comprobar la funcionalidad de ambos

genes en D. purpurea.

Los callos multiplicados en medio de cultivo con el agente selectivo correspondiente, fueron
sometidos indistintamente a 40 y 42°C, mantenidos 15 dias en recuperacion en MFC vy
posteriormente transferidos a medio de regeneracion. Fue posible obtener plantas del control sin

antibiotico y las lineas transformadas con los vectores pAthsp-A y pTJK136.

4.3.2 Analisis mediante Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de las lineas de plantas
regeneradas

Las lineas de plantas transformadas con el vector binario pAthsp-A, regeneradas a partir de callos
sometidos a golpe térmico a 40 y 42°C, fueron evaluadas mediante PCR. Para comprobar la
presencia del ADN-T y la escisiéon de los genes marcadores de seleccion, se emplearon dos juegos
de cebadores (ver acéapite 3.3.2). Los primeros (C3300-F y nptll-SR) son complementarios a
segmentos de ADN no incluidos entre los sitios lox. Por tanto, si se produce la escision de los GMS,
es posible observar el patrén electroforético correspondiente a un segmento de 724 pb, de lo
contrario se amplificaria gran parte del ADN-T (alrededor de 8 kpb). En las condiciones de PCR
empleadas no se observa el resultado de la polimerizacion del fragmento de mayor peso molecular
(Figura 16A). La ausencia de este producto de PCR imposibilita discernir entre las plantas que adn

contienen los genes marcadores de seleccion y las no transformadas debido a escapes del evento
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de seleccion. Esta dicotomia puede solucionarse con el segundo juego de cebadores (codA-1 y
nptll-SR) que permiten amplificar un segmento de ADN de 1441 pb, incluyendo un sitio lox y parte
de los genes codA y nptll. Si se produce la aparicién de este fragmento, es posible confirmar la

insercion del sistema Cre/lox contenido en pAthsp-A (Figura 16B).

codA-1 4 A41bp nptll-SR

a3

Tnos hpt Pnos HSP18.2 CRE-intron T35S 358 codA Tnos 358 nptil Tnos

Golpe térmico

nptlli Tnos

Figura 16: Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR con los cebadores C3300-F/nptll-SR (A) y
codA-1/nptll-SR (B). 2-10: Lineas transformadas con el plasmido pAthsp-A regeneradas de callos sometidos
a golpe térmico a 42°C, 11-12: Lineas transformadas con el plasmido pAthsp-A regeneradas de callos
sometidos a golpe térmico a 40°C, 12: planta no transformada; 13: Control positivo con el plasmido pAthsp-A;

14: Control negativo y 1: Marcador de peso molecular Mass Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas).

Fue posible observar la aparicion de patrones electroforéticos resultantes de la amplificacion por

PCR en todas las lineas de plantas transformadas analizadas, lo cual confirma el éxito de la
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transgénesis y del proceso de seleccién. Sin embargo, solo en las lineas sometidas a 42°C (carriles
5, 9y 10) se produjo la escision de los GMS. Estos resultados no permiten arribar a conclusiones
acerca de la eficacia de la induccion de la recombinacion a 40°C, o de la eficiencia de la escision a
42°C, debido al pequefio tamafio de muestra analizado. Mas es permisible regenerar plantas libres
de GMS, luego de la aplicacion de un golpe térmico a 42°C en callos de D. purpurea que

contengan el sistema de escision sitio-especifico Cre/lox.

En el carril 5 de ambas electroforesis se observan los patrones asociados a la amplificacion de los
segmentos de 1441 y 724 pb, lo que se corresponde con una escisién incompleta del segmento de
ADN situado entre los sitios lox del pAthsp-A. Este efecto puede deberse a la insercién de varias
copias del ADN-T en zonas del genoma vegetal, no siendo posible activar la recombinaciéon en
todas; o a la no induccion de la expresiéon del gen cre de manera integral en las células (Chong-
Pérez et al., 2012). Este ultimo origina un mosaicismo en este organismo, debido a las diferencias
en el material genético de las células, que les permite expresar fenotipos diferentes. En una
revision realizada por Gidoni et al. (2008) en trabajos en los cuales se emplea el sistema de
recombinacion sitio-especifico Cre/lox activado por golpe térmico, se analizan aspectos como la
eficiencia y el completamiento del evento de escision. En todos los casos se produce la eliminaciéon
de GMS en menos de un 100% de las plantas evaluadas y en la mayoria se producen escisiones

incompletas.

Las similitudes entre esta investigacion y la metodologia desarrollada por Chong-Pérez et al. (2012)
en bananos, permite comparar los resultados. En ambas se emplea el vector pAthsp-A (que
contiene el promotor inducible por golpe térmico HSP18.2 de A. thaliana), obteniéndose plantas
transgénicas libres GMS a partir de la aplicacion de 42°C dos veces durante dos horas, con 16
horas de recuperacion entre ellos, en el explante seleccionado. Consecuentemente, se puede
inferir que las condiciones seleccionadas para la induccion de la auto-escisién por golpe térmico,
constituyen una herramienta aplicable, permitiendo desarrollar una metodologia de eliminacion de

genes marcadores de seleccion (Figura 17).
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Se requieren de andlisis moleculares posteriores que permitan corroborar los resultados
alcanzados en el PCR. Con el analisis por hibridacion de Southern podria confirmarse si el caso de
la linea 5 se bebe a la existencia de genotipos diferentes, o0 a la insercién de varias copias del
ADN-T en su genoma. Ademas, estudios posteriores permitiran dilucidar la estabilidad y eficiencia
de la metodologia propuesta. Estos podrian realizarse mediante analisis fenotipicos de fragmentos
foliares de lineas que contengan el ADN-T del vector pAthsp-A y el empleo de los mismos para la
formacion de callos, como explante idoneo seleccionado para aplicar el golpe térmico.
Adicionalmente, es necesario verificar si es posible activar la recombinacion a 40°C con el

tratamiento de golpe térmico empleado.

Transformacion de discos foliares de D. purpurea via A. tumefaciens
segin el protocolo desarrollado por lzquierdo (2010},

Vector binario que contenga el sistema de escision sitio-especifico
Creflox inducido por golpe térmico {promotor HSP18.2)

Seleccion de transformantes en la etapa de induccién de callos en MFC con geneticina 70 mg/L o
higromicina B 12 mg/L, con cuatro subcultivos cada dos semanas

_ Golpe térmico a 42°C, dos veces durante 2 h,
con 16 h de recuperacion entre ellos

Multiplicacion de callos durante dos semanas

!

Regeneracion de plantas transgénicas, con subculltivos cada 15 dias

l Evaluacion de lineas regeneradas

Obtencion de plantas transgénicas de Digitalis purpurea libres de marcador de seleccion

Figura 17: Representacion esquemética de la metodologia para la escision de genes marcadores de
seleccion, mediante el uso del sistema de recombinacion sitio-especifico Cre/lox, en plantas transgénicas de

Digitalis purpurea.

Asi mismo, el sistema de escision podria ser optimizado mediante variaciones en la temperatura y
duracion del estrés, haciendo un andlisis del nivel de transcriptos del gen cre obtenidos

inmediatamente después de aplicado el golpe de calor. El presente trabajo ha permitido realizar
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aportes metodolégicos y cognoscitivos, que posibilitaran obtener plantas transgénicas de D.
purpurea con una produccion elevada y uniforme de cardendlidos, libres de genes marcadores de
seleccion. Ademas, se esbozan nuevas interrogantes acerca del mecanismo de respuesta a golpe

térmico desarrollado en esta especie y los cambios fisiol6gicos asociados a este estimulo.
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CONCLUSIONES
Se selecciond la concentracién minima letal de higromicina B en el proceso de induccion de
callos de D. purpurea,
Se seleccioné la temperatura y tipo de explante para su empleo en un sistema de escision
inducido por golpe térmico,
Fue posible obtener plantas transgénicas de D. purpurea libres de marcador de seleccion,
evaluadas mediante la técnica de PCR,
Se desarrollé una metodologia de escision de genes marcadores de seleccion, empleando

el sistema de recombinacion sitio-especifico Cre/lox inducido por golpe térmico.
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RECOMENDACIONES
Realizar estudios moleculares vy fisioldgicos del efecto del golpe térmico en la regeneracion
de callos de D. purpurea,
Comprobar si es posible la escision de genes marcadores de seleccién aplicando un golpe
térmico a 40°C en plantas transgénicas que contengan el ADN-T del vector pAthsp-A,
Obtener mayor cantidad de plantas transgénicas con el objetivo de estudiar la eficiencia de
la metodologia propuesta,

Realizar analisis moleculares por hibridacién de Southern de las lineas obtenidas.
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